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Réesumeé

La mucoviscidose est une maladie héréditaire mariqgé grave en rapport avec une
mutation du géne codant pour la protéine CFTR at thbomorbidité est due principalement
aux atteintes pulmonaires. La greffe pulmonaireettippée depuis quelques années semble
étre la seule thérapie curative efficace. Toutefaisareté des greffons disponibles, justifie de
développer d’autres thérapies comme la thérapiggén

Les pseudovirions de papillomavirus sont capabkdransférer des genes dans de
nombreuses lignées cellulaires. Cependant, le simopi naturel des papillomavirus est
I'épithélium malpighien et ces pseudovirions sordu pefficaces pour les cellules de
I'épithélium pulmonaire. Afin de modifier le tropme de nos pseudocapsides de
papillomavirus, la premiere étape de mon travadlt@ d’identifier de nouveaux motifs de
ciblage pulmonaire. La technique de phage displageanis l'identification des motifs
PHPNRAQ et VDRLQQK par sélection sur les cellulpgréliales bronchique IB3-1 et S9.

Les 2 motifs identifies (P4 = PHPNRAQ et P5 = VDRQK) ainsi que 3 autres
séquences de ciblage pulmonaire décrits dandéaaliire, THALWHT, P2 = RFDSLKV et
P3 = GHPRQMSHVY ont été insérées par mutagénesgédirdans 3 des boucles
antigéniques de la protéine majeure de capsideulLdagillomavirus de type 16. L’efficacité
du transfert a été optimisée par l'utilisation d’'mouveau plasmide d’expression de la
luciférase et par I'utilisation de pseudovirionsgsés des protéines majeure et mineure de
capside (L1 et L2).

L’efficacité de transduction des pseudovirions afilques ainsi réalisés a été étudiée
en utilisant 3 lignées de cellules pulmonaires {IB$9 et 16HBel40-) en comparaison avec
une lignée de cancer du col de l'utérus (SiHa). Hagmentation du transfert de géne a été
observée pour la plupart des constructions chiraésgmais elle semble peut spécifique du
type cellulaire. Toutefois, un ciblage pulmonaireportant a été observé pour deux des
mutants réalisés correspondant a une augmentatiortadx de transfert en cellules
pulmonaires et a une diminution du taux de trahsfercellules SiHa.

Les capacités de transfert de gene de deux deslgseans réalisés ont également été
étudiéesin vivo chez le rat. La stratégie retenue consiste a vecevec des pseudovirions
codant pour la protéine de capside du virus dep8lite E, déposés au niveau pulmonaire par
génération d’'un aérosol. Le transfert de géne depseudovirions au niveau pulmonaire se
mesurant par la réponse immunitaire induite coletrieansgéne (anti-HEV). Dans une étape
préliminaire, nous avons étudié la résistance dmsugovirions a différents procédés de
génération des aérosols. Les augmentations dddrads gene observees vitro etin vivo,
sont faibles, mais similaires a celles observées avautres vecteurs. Si nous avons réalisé
des pseudovirions chimériques de papillomaviruspgssedent une efficacité de transduction
plus grande dans les cellules pulmonaires quepke $puvage, il n’est pas envisageable de les
utiliser en thérapie génigue humaine du fait d#fitacité faible de transduction comparé a
d’autres vecteurs. Cependant, les résultats obtenusvo chez le rat montrent qu’'une
application en vaccination pulmonaire est possible.

Mots clés: Papillomavirus, VLPs, motifs de ciblage, aérosaiplage pulmonaire,
pseudovirions, transfert de géne.



Abstract

Cystic fibrosis is an autosomal recessive gendsorder caused by mutations in the gene
encoding the cystic fibrosis transmembrane condeetaregulator (CFTR) protein. Lung
transplantation developed in recent years is tHg effiective curative treatment. However,
due to the limitation in organ donors, it is neeegdo develop other therapies such as gene
therapy.

Papillomavirus pseudovirions have the potential deliver genes into different cells.
However, the natural tropism of HPV is directedthe cervical epithelial cells and these
pseudovirions have low transduction efficacy innpoihary epithelial cells. The purpose of
this thesis was to retarget and optimize the HP\pd€udovirions tropism to airway cells by
insertion of short amino acid sequences withinniagor capsid protein L1.

Using a phage display technique, two new ligand$P(RRAQ and VDRLQQK) have been
identified by selection on bronchial epitheliallselB3-1 and S9. These two new sequences
(P4 = PHPNRAQ and P5 = VDRLQQK) and three aminal agquences reported as airway
cell ligands (P1 = THALWHT, P2 = RFDSLKV and P3 -HBRQMSHVY) were inserted
into 3 different external loops of L1 protein. Tgene transfer efficiency of the pseudovirions
was optimized using a new luciferase expressioanpld and with pseudovirions containing
the minor capsid proteine L2 in addition to thedapsid proteins.

Chimeric pseudovirions were investigaiadvitro for their ability to transduce human airway
cells in vitro, and in vivo for their ability to deliver a gene into the lury aerosol
immunization. The transduction efficiency of chimserpseudovirions produced was
investigated using three human airway epithelidll loges (IB3-1, S9 and 16HBel40-) in
comparison with a cervical cancer cell line (SiH&).increase in gene transfer was observed
for most of the chimeric pseudovirions. In additiansignificant lung targeting was observed
for two mutants, corresponding to an increase imegeansfer in lung cells and a decrease in
transfer in SiHa cells.

The gene transfer capacity of two chimeric pseutlang was also investigatea vivo in rats

by aerosol immunization with pseudovirions encodimg capsid protein of hepatitis E virus
(HEV). Gene transfer was assessed by measuringnthene response against the transgene
(anti-HEV). In a preliminary step, the decreasegene transfert efficacy according to
different aerosol generating devices was investijatUsing the mycrosprayer* device, a two
to three fold increased in gene transfer was olesknwivo using the chimeric pseudovirions.

Increase in gene transfer observadvitro andin vivo due to insertion of lung targeting
peptides is limited, but similar to that observedather viral and non-viral vectors. If
chimeric papillomavirus pseudovirions evidencedeater transduction efficacy in lung cells
than the wild type, this increase is not sufficjesdmpared to other viral vectors efficiency,
for use in human gene therapy. However, the resbliginedn vivo in rats indicate that such
chimeric HPV pseudovirions could be used for adrimsmunization.

Keywords: Papillomavirus, VLPs, targeting peptidegrosol, lung, pseudovirions, gene
transfer.



Abréviations

aa acide aminé

AAV : adeno-associated-virus
ADAP : as different as possible
ADN: acide désoxyribonucléique
Ad: adénovirus

ADP: acide di-phosphate

AMPc: adénosine monophosphate
cyclique

APS: persulfate d’ammonium

ARN: acide ribonucléique

ASO4: hydroxyde d’aluminium

ATP: acide tri-phosphate

BCPIP: bromo chloro indoyl phosphate
BR: bas risque

BSA: serum albumin bovine

BPV: papillomavirus bovin

CaCC: canal chlorure calcium dépendant
CIN: Iésions intraépithéliales cervicales

CFTR: cystic fibrosis conductance
regulator

CsCl: chlorure de césium

DBD: domaine de liaison a 'ADN
DDP: différence de potentiel
DMSO : diméthyle sulfoxide
dNTP : désoxy-ribonucléotide
DO : densité optique

DTT : dithiotretiol

EDTA: acide éthyléne diamine tetra
acétique

EGTA: acide éthyléne glycol-bis(beta-
aminoéthyle ether)-N,N,N’,N’-tétra
acétique

ELISA: enzyme linked immunosorbant
assay

ENac: epithelial Na channel

GP: glycoprotéine

GSK: GlaxoSmithKline

Hd-AD: helper-dependant adenovirus
HEV: virus de I'hépatite E

HN: hémagglutinine neuraminidase
HPV: papillomavirus humain

HR: haut risque

HS70 heat schock protein 70

HSPG. héparane sulfate proteoglycane
ICAM : Intercellular adhesion molecule
Ig: Immunoglobuline

IL : interleukine

IPTG: iso-propyl$-D-thiogalactoside
IST: infection sexuellement transmissible
JRSV: Jaagsiekte sheep retrovirus
kDA kilo Dalton

kpb: kilo paire de base

L1: protéine majeure de capside

L2: protéine mineure de capside

LB : Luria-Bertani



LBA: lavage broncho-alvéolaire
LCR: Long Control Region
LPO: Lactoperoxydase

L2SA: L2-streptactine

LV : lentivirus

MET : microscopie électronique a
transmission

MT : marqueur de taille

MSD: membrane spanning domain
MCS: site de multiclonage

NBT: nitro blue tetrazolium

NBD: nucleotide binding domain
ND10: domaine nucléaire 10

NFkB: nuclear factor-kappa B

NLS: signal de localisation nucléaire
NP-4Q nonidet P -40

ORCC: outwardly rectifying chloride
channel

ORF: Phase ouverte de lecture
PBS tampon phosphate

PK: protéine kinase

PCR: réaction de polymérisation en chaine

PEG: poly-éthyléne glycol

Ph: phage

PIV: parainfluenza virus

PN: polynucléaires neutrophiles
PsV: pseudovirions

pRB: protéine supresseur de tumeur du
rétinoblastome

PSa Pseudomonas aeruginosa

RANTES: regulated upon activation
normal T-cell expressed, and secreted

RE: réticulum endoplasmique
RLU: Relative Light Units
SDS :sodium dodécyl-sulfate
SeV: Sendai virus

Sf : Spodoptera frugiperda
SVF: sérum de veceu foetal
SVA4Q: virus simien 40

TAE: tris acétate EDTA

TEMED : N-N-N-N-
tétraméthylenediamine

TNF-a: tumor necrosis factor-alpha
UFP: Unité formant plage

Ul: unité internationale

V: volume

VIF: virus de 'immunodéficience féline

VIH : virus de 'immunodéficience
humaine

VLP: particule pseudo-virale/{rus-like
Particleg

VP: protéine virale

VRS: Virus Respiratoire Syncytial
VSV: Vesicular stomatitis virus

VVr: Virus de la vaccine recombinant
wt: sauvagewild-type

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indoyg-D-
galactopyranoside
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Introduction

La mucoviscidose est une maladie héréditaire mariqgé grave, en rapport avec une
mutation du gene codant pour la protéine CFTR.rhatations présentent sur le géne CFTR
entrainent une altération des échanges hydro élgixpues au niveau des cellules épithéliales
des voies aériennes. La prise en charge des dife&remanifestations cliniques de la
mucoviscidose a permis une avancée majeure darthélapeutique de cette maladie
constamment mortelle, avec un allongement de lrese de vie d’environ 40 ans. La greffe
pulmonaire développée depuis quelques années séinblia seule thérapie curative efficace.
Mais son application est limitée par la rareté glesfons disponibles. La thérapie génique est
'une des autres thérapies envisageables en cantiggu moins partiellement le déficit
d’expression de la protéine CFTR fonctionnelle alim réduire les effets délétéres de la
protéine CFTR mutée.

Les pseudovirions de papillomavirus sont capabkdransférer des genes dans de
nombreuses lignées cellulaires. Cependant, le simopi naturel des papillomavirus est
I'épithélium malpighien et ces pseudovirions sorgu pefficaces pour les cellules de
I'épithélium pulmonaire. L'objectif de ma thesetaé de développer de nouveaux vecteurs de

gene dérivés des papillomavirus et avec un trapiameélioré pour les cellules pulmonaires.

La premiere étape de mon travail a été d’identiflernouveaux motifs de ciblage
pulmonaire en utilisant une technique de phagelalisptilisant de phages présentant un
peptide contraint. Deux des séquences identifi@esette technique et 3 autres séquences de
ciblage pulmonaire décrits dans la littérature &t insérées par mutagénése dirigée dans 3
des boucles antigéniques de la protéine majeumapkside L1 du papillomavirus de type 16.
L’efficacité du transfert a été optimisée par ligition d'un nouveau plasmide d’expression
de la luciférase et par l'utilisation de pseudmns composés de la protéines majeure de

capside L1 et mineure L2.

L’efficacité de transduction des pseudovirions afilques ainsi réalisés a été étudiée
en utilisant 3 lignées de cellules pulmonaires@ngaraison avec une lignée de cancer du col

de l'utérus. Une augmentation du transfert de geanété observée pour la plupart des



constructions chimériques, mais elle ne semblespasifique du type cellulaire. Toutefois,
un ciblage pulmonaire important a été observé peux des mutants réalisés correspondant &
une augmentation du taux de transfert en celluldm@naires et a une diminution du taux de

transfert en cellules SiHa.

Les capacités de transfert de géne de deux ded@sgans réalisés ont également été
étudiéesin vivo chez le rat. La stratégie retenue consiste a vecevec des pseudovirions
codant pour la protéine de capside du virus deplititee E déposés au niveau pulmonaire par
génération d’'un aérosol. La qualité du transferg€lee de nos pseudovirions se mesurant par
la réponse immunitaire induite contre le transg@mti-HEV). Dans une étape préliminaire
nous avons étudié la résistance des pseudoviriatifféients procédés de génération des
aerosols.

Les augmentations de transfert de gene obsemédso etin vivo, sont faibles, mais
similaires a ceux observés avec d’autres vect&irsous avons réalisé des pseudovirions
chimériques de papillomavirus qui possedent uneagfté de transduction plus grande dans
les cellules pulmonaires que le type sauvage, @btnpas envisageable de les utiliser en
thérapie génique humaine du fait de l'efficacitélia de transduction comparé a d’autres
vecteurs. Cependant, les résultats obtémwsvo chez le rat montrent qu’une application en

vaccination pulmonaire est possible.
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Partie | : La Mucoviscidose

1. Historique de la maladie

Dés le Moyen Age, le « baiser salé » sur le fras dourrissons prédisait déja la mort
de celui-ci dans l'année. En 1905, Landsteiner tiienliléus méconial, qui est une
obstruction intestinale néonatale présente chetainer enfants. Apparaissent ensuite les
premiéeres observations associant maladie pulmqriiaerhée et anomalie pancréatique avec
plusieurs cas dans une méme famille. Ce n’est qLO&®, dans une these présidée par Guido
Fanconi, que cette pathologie fut nommeée pour ta fias « fibrose kystique du pancréas et
bronchectasie ». Cependant la mucoviscidose ne chnsidérée comme une entité
pathologique distincte qu'en 1938 par la pédiatnérecaine Dorothy Hansine Andersen. Elle
publia un article intitulé « fibrose kystique dunpeéas et ses relations avec la maladie
cceliaque » (Davis, 2006), avec une descriptioncdesctéristiques cliniques et histologiques
de la maladie, notamment I'obstruction intestime@lenatale, les complications respiratoires et

digestives et les lésions histologiques spécifigliepancréas.

En 1943, apparait pour la premiere fois le termendeoviscidosis, créé a partir des
termes « mucus » et « visqueux ». En effet, leaocbydney Farber émit I'hypothése que la
maladie était due a une diffusion généralisée deusiwisqueux et voulait corriger la
dénomination employée par Dorothy Andersen, cerguéde pancréas (Farbet al, 1943).

Le terme de mucoviscidosis reste tres employé dmnmaonde, et notamment en France.
Cependant, le terme de « Fibrose Kystiqgue du pascs§Cystic Fibrosis ou CF pour les
anglophones) est celui qui demeure le plus utilE¥ la communauté scientifique
internationale. Quel que soit le nom donné a laadial il s'agit toujours d'une
exocrinopathie généralisée dont le caractére hargiet le mode de transmission récessif

furent suggérés (Anderson and Hodges, 1946).

Les anomalies électrolytiques dans la sueur ddadas (augmentation importante du
chlore, du sodium et moins marquée du potassiurehfulécouvertes et décrites en 1953 par

le docteur Paul di Sant' Agnese (Di Sant’Agneseal, 1953) , qui permit d'envisager un



diagnostic spécifique de la maladie : le test dsuleur. De réalisation difficile, la technique
fut par la suite simplifiée par la méthode de tophorése a la pilocarpine décrite en 1959 par
Gibson et Cooke, puis améliorée en 1967 par Shwachet standardisée en 1996 chez
I'enfant par Legrys (Gibson and Cooke, 1959; LeGi@96; Schwieberet al, 1999a). Le
test de la sueur devint et reste jusqu'a ce jotaslele plus fiable pour établir le diagnostic, en

dehors de I'analyse génétique qui ne fut dispomjbiebien plus tard.

Au début des années 1980, le lien physiopathglegfut fait entre I'anomalie de la
sécrétion de mucus, entrainant des obstructiomglglaires avec anomalies histologiques et
I'anomalie de la sueur, entrainant des sécrétalies sans anomalie histologique. Knovees
al. proposent un examen qui consiste a mesurer farglice de potentiel (DDP) de
I'épithélium nasal et permet I'explorationvivo des transports ioniques transépithéliaux. lls
découvrirent une différence de potentiel élevéeni@eau de la muqueuse nasale chez les
patients mucoviscidosiques (3 fois plus négative ghez le sujets sains) reflétant une
absorption accrue du sodium et la déshydratatiansarface de I'épithélium (Knowles al,
1981). Cette découverte faisait le lien physiolagientre les poumons, le pancréas et les
glandes sudoripares expliquant que l'atteinte dfé&rehts organes était due a des anomalies

électrolytiques et que le mucus visqueux n’étaé fune des conséquences et non la cause.

En 1985, Tsuiet al. localisent le géne impliqué dans la maladie subrks long du
chromosome 7 grace a un marqueur RLFP (&swl, 1985), puis 'anomalie génique en
1989 par les équipes de Lap-Chi Tsui, Collins etrdRin (Kerenet al, 1989; Riordaret al,
1989; Rommenst al, 1989). Il s'agit d'une mutation d'un gene loéaés 7931 codant une
protéine transmembranaire appelée cystic fibraaisstnenbrane conductance regulatfir)
composeée de 1480 acides aminés. Ce n'est qu'uplygedard, en 1991, qu'Andersen al.
apportérent les preuves que le CFTR était bienamalcchlore (Andersoat al, 1991a). La
découverte de I'anomalie génétique permit par i@ sliajouter le génotypage au protocole

diagnostique, et d'envisager le traitement panéaapie génique.
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2. Epidémiologie de la maladie

La mucoviscidose est la plus fréquente des malasfiesres, autosomiques récessives, chez
les individus caucasiens. Il est généralement admis incidence d'environ 1 cas pour
2 500 naissances, correspondant 1 porteur hété@tymur 25 sujets. En réalité, selon les
origines ethniques, l'incidence varie de 1/1 70083000 dans les populations européenne. La
mucoviscidose est présente dans toutes les pamdadiu globe, mais avec des prévalences
variables. Il existe ainsi trés peu de cas dangdgsilations africaines et encore moins dans

les populations asiatiques (tableau 1).

Tableau 1 : Données épidémiologiques : incidencla aeucoviscidose et fréquence des porteurs ertifonde

I'origine de la population (D’aprés Monaghan anttdRean, 1999).

Incidence pour 100 000

Origine de la population _ Fréquence des hétérozygotes
naissances
Caucasiens 40 1/25
Moyen-Orient 23 1/33
Hispaniques 12 1/46
Afro-américains / Africains 5 1/70
Asiatiques 3 1/90

En 2010, 5792 cas ont été recensés en France aeemeidence d’'un enfant atteint
toutes les 4850 naissances (“Registre Francaia Mitoviscidose,” 2012). Deux millions de

sujets sont de porteurs sains (hétérozygotes)waveex ratio d’environ 1.

Le pronostic vital a été largement amélioré au salas 20 derniéres années. En effet,
'espérance de vie a la naissance, qui n’étaitdgub ans dans les années 1970, atteint 39 ans
en 2001 (Durieu and Josserand, 2008). En 2002rdacE est le premier pays a mettre en
place le dépistage néonatal systématique de lavisettose. Ainsi, avec une meilleure prise
en charge des patients, I'espérance de vie a $saraie a atteint 47 ans en 2005. Cependant,
plus de 50% des patients ont moins de 18 ans etemtegn moyenne a I'age de 25 ans
(“Haute Autorité de Santé,” 2012).
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3. Etiologie de la maladie
3.1. Le CFTR, du géne a la protéine

Le génecftr, situé en 7931, est un géne de 230 kb composér dex@ns qui est
transcrit en un ARNm de 6,5 kb. Il code la glycdpmoe CFTR de 1480 acides aminés et de
masse moléculaire estimée entre 135 kDa quanct&tlenmature et 170 kDa lorsqu’elle est
mature, entierement glycosylée. La protéine CFTiRns®rée dans la membrane plasmique,
via deux motifs répétés et symétrigues, constitués urhat'un domaine hydrophobe
transmembranaire contenant 6 hélieesMSD1 et MSD2 (Membrane-Spanning Domains) et
d’'une région hydrophile cytoplasmique NBD1 et NBDSRucléotide Binding Domain)
capables de fixer '’ATP. Ces deux motifs sont gepar un domaine régulateur R qui expose a
sa surface plusieurs sérines phophorylables papriggines kinases A et C (figure 1). La
protéine CFTR, par sa structure moléculaire apgarth la super famille des transporteurs
membranaires ABC (ATP Binding Cassette), seul lmaioe R est unique au CFTR.

Q Transport des ions Chlore

Membrane Plasmique

Phosphorylation par
les PKA et PKC du
domaine R Hydrolyse de
I'ATP par les
NBD1 et NBD2

NBD1

Figure 1 : Schéma représentant I'activité du c&FIR. Le flux de chlorure a travers le pore du t&HIR est
régulé par phosphorylation AMPc-dépendante au mivcka domaine R qui va induire des cycles de liaigdon
I'ATP et d'hydrolyse en ADP au niveau des NBD pattant I'ouverture du pore et la sortie des ionto(he.
(Adapté de Hwang and Sheppard, 2009 et “Johns lHepRF Center | What is CF? | Basic Science | CFTR |
Structure,” 2012)
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La maturation de CFTR a lieu dans le réticulum @tekmique et dans I'appareil de
Golgi. Une glycosylation correcte est indispensaiadar assurer sa localisation membranaire
et sa fonctionnalité (Chergg al, 1990).

Le CFTR est un canal chlore de faible conductanegulé par la voie de 'AMP
cycligue (AMPc)(Andersoret al, 1991). La phosphorylation par les PKA et les PiKne
ou plusieurs des sérines régulatrices du domaiperRet la fixation de I'ATP sur NBD1 et
NBD2. L'hydrolyse de I'ATP aux domaines NDB1 pulBB® provoque la modification de la
protéine qui ouvre le pore. Si le domaine R n’'esé gartiellement phosphorylé, I'ATP
hydrolysé se dissocie rapidement de NBD1 et lelaapaend sa forme fermée. Si toutes les
sérines sont phosphorylées, une molécule d'ATP geiixer sur NBD2 et le canal restera
ouvert plus longtemps, la fixation de cette secomi®écule stabilisant le canal dans sa
conformation ouverte (Hwargt al, 1994; Gadsbgt al, 2006; Hwang and Sheppard, 2009).
Les ions chlorures passent a travers ce pore selogradient électro-chimique. Dans les
cellules bronchiques, le gradient favorise le pgasi milieu intracellulaire vers la lumiere ;
a l'inverse dans les cellules sudoripares, la $écrée fait de la lumiere vers la cellule.

Le CFTR est situé au pbéle apical de I'ensemble dekules épithéliales de
'organisme (voies aériennes, épithélium intestipahncréas exocrine, voies biliaires, tractus
génital, glandes sudorales) forme un canal iongglectif aux anions, tels que l'ion chlorure
(CI) et le thiocyanate (SCN selon un gradient électrochimique. Ainsi, unadéfde CFTR a
pour conséquence la rétention d'ions @ns les cellules épithéliales bronchiques. Ceci
s'accompagne d'une rétention passive d'eau, dasigdratation du film hydrique de surface
et donc d'une diminution de la clairance muco-cdiaavec finalement une obstruction des
petites voies aériennes par des sécrétions peulenabiant ainsi un milieu favorable au
développement d’agents infectieux (Wine, 1999).idvérse, au niveau sudoripare, ceci se
solde par le maintien d'une sécrétion sudoraleerghchlorure de sodium et en eau.

Le CFTR agit également comme régulateur des écbamgdro-électrolytiques
transmembranaires, ainsi il est capable de réglivers canaux ioniques tels que les canaux
chlore ORCC, les canaux sodiques épithéliaux ENe€f canaux potassiques ROMK, les
canaux calcique CaCC ou les échangeurs ioflBl@D;. En effet, le CFTR serait capable
d’activer directement les canaux potassiques RQAdKles interactions, mais aussi d’'inhiber
les canaux sodiques ENaC par interaction avectiesgyelette d’actine. Le CFTR pourrait
activer les canaux calciqgue CaCC et chlorique ORE&Qia I'activation des récepteurs
purinergiques P2YATP dépendants. Les ions @lnsi relarguer dans la lumiere par le CFTR

et le canal ORCC vont pouvoir activer I'échanged’HICO;" (Schwiebertet al, 1999)
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(figure 2). Ses fonctions sont multiples et prokai#nt incomplétement connues. Ainsi il
joue un role dans le transport d’anions autreslegi@ns chlorure tels que les ions loduig (I

Bromure (Br) et pseudohalogene thiocyanate (SCha régulation du pH des organelles
intracellulaires, la stimulation de I'endocytosedet’exocytose, la régulation de la sécrétion
de glycoprotéines et de mucines, le transport A&R’ et du glutathion, la régulation de la

production de certaines cytokines pro- et antiaiminatoires (Edelman, 2005; Mehta, 2005)
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Figure 2 : CFTR, une protéine multifonctionnelle,Quand le canal CFTR est fonctionnel, il réguléolaction
d’autres canaux ioniques situés au sein de la mambeellulaire. B. Impact sur I'activation CFTR dédante
des autres canaux quand le CFTR est non fonctionnel

(Adapté de “Johns Hopkins CF Center | What is (B&s|c Science | Other lon Channels,” 2012)

3.2 Les mutations ducftr

En 2012, on dénombre 1911 mutations du gefte (“Cystic Fibrosis Mutation
Database: Statistics,” 2012)). La mutation la pliséquente est la mutatiomF508
représentant environ 70% des mutations dans le endais il existe des variations de
prévalence selon les populations étudiées. Seudreguautres mutations, horsF508,
représentent plus de 1% des cas, il s'agit de G§256%b6), N1303K (1,6%), G551D (1,5%)
and W1282X (1,0%). Toutes les autres mutations sanés, voire exceptionnelles,
uniguement retrouvées au sein d'une seule fariitiel-rance, les génotypes retrouvés sont :
AF508 -AF508 (homozygote) 5094F508 - autre mutation (hétérozygote composite) €0%
autre mutation - autre mutation 10%.

Les mutations du geéneftr sont regroupées en 6 classes en fonction des quoersges
fonctionnelles qu'elles occasionnent. Ces mutat@msainent des anomalies quantitatives ou

qualitatives sur la protéine CFTR.

Classification

- Normal | [} 1] v v Vi
des mutations
fX\fs
o S h ¢ lal
'[u'W (1M ’1 Y i gj ] i o iéu .
: (VU o |
\ \ 4
| ey X | sy ||| @esy
L L\ _J'
Defaut de la
i . Conductance s capacité du
CFTR bloqué Défaut o Quantité de .
Effet sur le CFTR S":;gsee pendant la dactivation S::;irfven’e CFTR récEILF: I:s
4 maturation duCFTR o diminuée g
ionique autres
canaux
G551D et
les mutations G5518
non-sens altérant situées dans altération du
(W1282X), . le domaine
y o ladressage promoteur ou
Types de Fapparition du CFTR NBD et R117H de I'épissage Q1412X
mutations d'un codon (dF508 S1255P et de FARNMm
stop N1303K) G1349D (A445E)
prématuré dans le
(G542X) domaine
NBD2

Figure 3 : Représentation des différentes classanutation de la protéine CFTR, le types de mutatians le

gene et I'impact sur les fonctions de la protéadapté Zielenski and Tsui, 1995).
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Les mutations de classe 1 alterent la productiomadarotéine CFTR. Cette classe
inclut les anomalies d'épissage et mutations decédaphase de lecture : les mutations non-
sens (ex : W1282X), I'apparition d’un codon stogrpaturé (ex : G542X) et dans certains
cas, conduit a un ARNm instable. Ces mutations gatrainer soit une non production soit la
production d’'une protéine tronquée ou aberrantesgra degradée dans la plupart des cas. Sur
le plan fonctionnel, ces mutants devraient condaivee perte de la conductance au chlore du
canal CFTR dans les épithéliums atteints.

Les mutations de classe 2 perturbent le processumaturation cellulaire de la
protéine CFTR en altérant 'adressage du CFTR ¢letta F508, N1303K). Ainsi, la protéine
est soit absente, soit en quantité réduite a la breame apicale. Cette classe représente la
majorité des mutations.

Les mutations de classe 3 perturbent la régulationcanal chlorure. Elles vont
modifier la liaison ou I'hydrolyse de I'ATP et ldapsphorylation du domaine R (ex : G551D).
Les mutations de classe 4 altérent la conductioncdoal chlorure. Ces mutations
interviennent dans le domaine transmembranire elifrant la conductance du CFTR et/ou la
sélectivité ionique (ex : R117H).

Les mutations de classe 5 conduisent a une expressduite de protéine CFTR
fonctionnelle en provoquant une altération du premoou de I'épissage de 'ARNmM (ex :
A445E).

Les mutations de classe 6 modifient la stabilig ld protéine mature. Elles
interviennent souvent en C terminal et vont reddl€FTR instable et diminuer le nombre de

protéines fonctionnelles (ex : Q1412X) ce qui vaaner un défaut de régulation ionique.

4. Descriptif cliniqgue de la maladie

La mucoviscidose est une maladie polymorphe qucheule tissu épithélial des
glandes exocrines de l'organisme, retrouvées dansothbreux organes comme les voies
respiratoires (bronches,_cavités nasales...), lerpancle foie et les voies biliaires, l'intestin
gréle, les canaux déférents des organes génitassutives, les glandes sudoripares de la peau
(figure 4). La sévérité de la maladie va étre fmmctde la mutation du geneftr. La
mucoviscidose se caractérise par une anomalierdespbrts ioniques avec une absorption

massive de sodium et d'eau, et une diminution deédén de chlore. En effet, le CFTR
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dysfonctionnel ne va plus pouvoir inhiber I'actészles ENaC ni compenser par une activation
des canaux ClI

Le déséquilibre ionique, visualisé par une augniiemiade la DDP transépitheliale,
conduit a la déshydratation du mucus. Cette augatientde la viscosité du mucus bloque la
clairance muco-ciliaire (élimination du mucus pas Imouvements ciliaires des cellules
épithéliales), ce qui va conduire a son accumulatisiamment dans les voies respiratoires et
digestives (Edelman, 2005)

Géneral : Poumons :
-Retard de croissance -Bronchectasies
-Carence en vitamines liposolubles A D, E, K -Branchites et bronchiolites
-Pneumonies
Nez et sinus : -Atelectasie

-Palypes nasausx -Hemoptysie
- Sinusites -Preurmnothorax

—Hyperréattisfité'des voies aériennes sup’érieures
Foie : -Creur pulmanaire chronigue
-Steatose hepatigue | 2 -Insuffisance respiratoire
-Hypertension portale

-Impaction mucoide des bronches

) . -Aspergillose allergigue broncho-pulmonaire
Vésicule biliaire :
-Cirrhose biliaire Ceeur :

-Ictére ohstructif néanatal -Hypertrophie du ventricule droit

i &
\ \
\\ |

-Lithiase vesiculaire -

-Dilatation de I'artére pulmanaire

Ry
- \ Rate :
-Hypersplénisme
Estomac :
- Reflux gastro-cesophagien
-lléus meécanial )
-Pancreatite
-Péritonite meconiale 5
-Deficit en Insuline
-Prolapsus rectal o
-Hyperghycémie
-l ination intestinal
rvagination intestinale Diabiste
“Vokulus

-Bride intestinale

-Appendicite Reproduction :
-Atrgsie intestinale

Os:

-Ostearthropathie hypertraphigue
{déformation des phalanges distales)
-Arthrite —_

-Ostéoporose

Intestins:

Pancréas :

-Infertilité (aspermie, atrésie des canaux déférents)
-Syndrome de 'occlusion intestinale distale _Ameénorrhée

-Hernie inguinale -Retard pubertaire

Figure 4 : Manifestations cliniques de la Mucouisse.

Les cellules épithéliales ont la capacité de secrdes ions bicarbonate (HgPen
particulier les cellules du pancréas exocrine, alg, fde I'intestin, des reins et des poumons.
Ce bicarbonate joue un réle essentiel dans leusagastro-intestinal puisqu’il va créer
'environnement nécessaire a l'activité enzymatjqtamponner les secrétions gastriques
acides, mais aussi lubrifier la muqueuse intesin&l niveau apical, I'échangeur EICOs

est couplé au CFTR et son dysfonctionnement vae enitres, provoquer des ulcérations au
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niveau du duodénum, des obstructions intestinalasme malabsorption intestinale (Becq,
2003).

L'iléeus méconial est dans 10 % des cas la manifestanitiale de la maladie. C’est
une occlusion néonatale aigué due a une insufiisalec sécrétion protéolytique par le

pancreéas et les glandes intestinales au coursvie feetale.

Au niveau du pancréas, les enzymes comme la lipake trypsine, qui servent a la
digestion, sont mal excrétées dans la lumiére tinwe, les canaux pancréatiques étant
obstrués du fait d'une sécrétion trop épaisseebegmes agressent alors directement le tissu
pancréatique, entrainant une inflammation localevgudétruire le tissu. Par un processus de
réparation chronique, un exces de tissu conjofitiiEux dans l'organe va conduire a la
fiborose pancréatique et a la formation de kystésu(de terme « Fibrose kystique du
pancréas »). Le déficit en enzymes pancréatiquésretironnement intestinal défavorable
aux enzymes entrainent un syndrome de malabsorpt@iamment des graisses (avec
apparition de diarrhée graisseuse) et des vitantiipesolubles A, D, E et K (des carences en
vitamine K entrainant des hémorragies), mais adesmalnutrition se répercutant sur le
développement staturo-pondéral de I'enfant. LaoBbrpancréatique conduit a la destruction
des cellules béta des ilots de Langerhans, enttaimadéfaut de sécrétion d'insuline et donc
un diabete secondaire.

Au niveau hépatobiliaire, les canaux qui transpurke bile vont s’obstruer a cause de
ces secrétions trop épaisses. La répétition delesisuctions entraine une hépatomégalie puis
des phénoménes de cirrhose localisées. Les coms#Egubabituelles de la cirrhose biliaire
sont les mémes chez le patient mucoviscidosique dpres le reste de la population ;
I'hypertension portale, les hémorragies digestetesinsuffisance hépatocellulaire pouvant

nécessiter une greffe hépatique.

Le CFTR, canal sélectif des anions, est aussi quplidans le relargage du thicyanate
(SCN) nécessaire a la défense immunitaire antimicraotgetiu poumon. En effet, dans les
voies respiratoires, le CFTR fonctionne en couplkecde systeme Duox (Dual Oxydases) de
I'épithélium de surface. lls secrétent du thiocyar du peroxyde d’oxygéene {B) dans le
liquide de surface des voies respiratoires. Laolaatoxydase (LPO), sécrétée principalement
par les glandes submucosales catalyse I'oxydatiahidcyanate par le peroxyde pour former

I’hypothiocyanite (OSCN bactéricide. Le transport du SCNbassant par le canal CFTR,

18



étant bloqué, la concentration en S@Xtracellulaire, et donc en antimicrobien OSCaét
fortement diminuée dans les voies aériennes deienpat atteints de mucoviscidose
(Pedemonteet al, 2007). L'inactivation de la protéine CFTR estceyible de causer de
multiples anomalies dans les voies respiratoireglifiant ainsi lI'immunité innée locale
(Childerset al, 2007).

le liquide de
surface des
voies
respiratoires

Bactéricide
SCN- 7—@—» oscn X
= =

Glande
submucosale

Figure 5 : Réle du CFTR et du systéme Duox (Dualdases) dans la formation d’hypothiocyanite (OSQidr
oxydation du thiocyanate (SONpar le peroxyde d’hydrogenél$O,) catalysé par la lactoperoxydase (LPO).
(Adapté de l'illustration de Pilewski and FrizzelD99).

Les modifications des propriétés du mucus, son ragfation, et notamment
'augmentation de sa viscosité, conduit a une obistm chronique des bronches ainsi qu'a la
non évacuation des poussiéres et bactéries. Lggigtés antibactériennes du mucus étant
diminuées par I'absence de sécrétion de SCN-, matamnement va favoriser |'apparition
d'une infection précoce devenant rapidement choenigt associée a une réaction
inflammatoire marquée. Cependant les mécanismgsonsables de l'inflammation de
I'épithélium bronchique ne sont pas completememtiéés. Il n'est pas encore tranché que
cette inflammation soit directement consécutiva édlonisation bactérienne du mucus.

Les études physiopathologiques se concentrereswautres fonctions de la protéine
CFTR, qui aurait un r6le dans la régulation deflimmation, voire un réle dans la
destruction de Pseudomonas aeruginosa (Psa). dirst al. et Xuet al, ont montré que le
déficit en CFTR fonctionnel des polynucléaires naptiiles (PN) et des macrophages
alvéolaires entraine la production de cytokines-ipflammatoires (I'interleukine-8 et le
facteur alpha de nécrose tumorale, T&F-via l'activation de NF-kB, aggravant
l'inflammation pulmonaire (Xet al, 2010; Stet al, 2011). Et Painteet al. font le lien entre

la diminution de CFTR fonctionnel des PN et la diotion de la synthese d’acide
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hypochloreux (HOC) entrainant une diminution de l'activité microldei notamment de Psa
(Painteret al, 2008).

Des lavages broncho-alvéolaires réalisés chez a@sissons atteints de mucoviscidose, en
dehors de toute infection, montrent en effet urx tde@ polynucléaires neutrophiles 100 fois
supérieur a celui des témoins non malades ainsinguaugmentation des cytokines pro-
inflammatoires (IL1b , IL6, IL8) et une nette dimiion de la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires. Ce déséquilibre de la balance dgaxk pro-inflammatoires et anti
inflammatoires aboutit a une suractivation du pabléaire neutrophile avec surproduction
d’élastase leucocytaire. Il en découle l'augmemtatile la synthése de mucus et son
hyperviscosité, une inflammation muqueuse chroniguec constitution d'un épithélium
dysplasique ou les récepteurs bactériens sont audéd, permettant ainsi l'adhésion
bactérienne, la pérennisation de l'infection etli@gment la destruction. Le mécanisme de la
mucoviscidose ne peut se réesumer a la seule a@teidds mouvements ioniques. En effet, des
études récentes ont notamment montré ['élévatiocodeentration en chlorure de sodium et
le caractére non systématique de diminution duermanten eau du liquide de surface
bronchique, alors qu'on s'attendrait au contramapte tenu des modéles énoncés ci-dessus
(Matsuiet al, 1998). De plus, la faible expression de CFTR igaau pulmonaire, alors que
c’est l'atteinte de cet organe qui fait le pronoste la maladie, laisse penser que d'autres
facteurs interviennent dans la physiopathologie.

A terme, l'inflammation et l'infection chroniquetestiennent un cercle vicieux et entrainent
des lésions du tissu pulmonaire conduisant a uedalde broncho-pneumopathie chronique

obstructive.
Les atteintes respiratoires sont prédominantes dansnaladie et représentent
I'essentiel de la morbidité. En effet, la dilatatigrogressive des bronches reste la lere cause

de morbimortalité pour environ 90% des patients sg&Gand Rosenfeld, 2004; “Registre
Francais de la Mucoviscidose,” 2012)

5. Les traitements

Il n'y a pas de traitement curatif de la mucoviessl: le traitement, a vie, est contraignant. Ce

n'est qu'un traitement symptomatique.
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5. 1. Prise en charge digestive et nutritioneller(suffisance pancréatique, hépato-biliaire)

La prise en charge digestive et nutritionnelle pgsar I'établissement d'un régime
nutritionnel adapté (hyper protéiné, hypo lipidigete hypercalorique) et complémenté en
vitamines liposolubles (A, D, E et K), fer, triggddes (Lipocil®, Triceme®) et
oligoéléments ainsi qu'en enzymes pancréatiques. réggme alimentaire permet de
compenser la probable anomalie métaboligue calulaiesponsable d'une dépense
énergeétique de base plus élevée, de la malabsonpigestive, enfin de I'augmentation des
dépenses énergétiques liée a l'infection et &ilaét respiratoire. En cas de grande chaleur,
l'alimentation doit étre enrichie en sel afin dégyda perte importante en chlorure de sodium
par la sueur.

Les études consistent a mettre au point des tlefrapapables de pallier au
dysfonctionnement exocrine notamment par I'admiaigin de pancréatine (amylase, lipase
et protéases extraites de pancréas porcins (EURMIREON®)).

Dans ce sens, le groupe Meristem Therapeuticyelai®dé une lipase recombinante
Merispase® extraite de feuille de tabac ou du gd®nmais. Celle-ci a regu le statut de
médicament orphelin en juillet 2003 délivré pard&ce Européenne du Médicament. La
Merispase® est actuellement en phase doptimisatien la formulation : plusieurs
formulations sont testéas vitro, en utilisant un modéle de tube digestif artificans le but
d’améliorer la pharmacocinétique et I'activité deMerispase®.

La société ProteaBio Europe SAS, en partenariat daesociété pharmaceutique
européenne Mayoly-Spindler a annoncé le succesedsal clinique de phase I/l sur une
nouvelle lipase recombinante MS1819. Les deux pnses prévoient de débuter l'essai
clinique de phase Il en 2012.

5.2. Prise en charge respiratoire

La stagnation du mucus crée un environnenarfble a la colonisation bactérienne et
au développement de processus inflammatoires skasstiLe traitement palliatif de I'atteinte
des voies respiratoires a deux objectifs principadaciliter la clairance muco-ciliaire et
contrler l'infection. La thérapeutique associkil@ésithérapie respiratoire, a des traitements
par bronchodilatateurs 2 agoniste des muscles lisses: salmeterol, satimlita
anticholinergiques (oxitropium, ipratropium), amtflammatoires (non stéroidiens :
ibuproféne et stéroidiens : corticothérapie), fliatdits bronchiques (mucolytiques : N-acetyl-

cysteine, DNasel, mucorégulateur: bromhexine) ettibimtiques. L'administration
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d'antibiotiques par aérosols au long cours et aidlmmest de plus en plus utilisée en
complément des cures par voie veineuse afin d'eloqer les effets et d'en diminuer la
fréquence.

Les germes prédominants sont Staphylococcus awteBseudomonas aeruginosa.
D’autres germes sont aussi retrouvés, avec notamriEemophilus influenzae, et
Burkholderia cepacia. Les antibiotiques utilisépafiennent essentiellement a trois familles :
les B-lactamines, les aminosides, les fluoroquinoloneéssant utilisés par voie orale,
intraveineuse ou par aérosol. Cependant, I'émeegdmcésistance aux antibiotiques nécessite
sans cesse le développement de nouvelles molécules.

Les laboratoires Alaxia ont développé un médicamerghelin, le Mévéol®,
(hypothiocyanite/lactoferrine), sous forme inhaléapable de restaurer I'activité microbicide
formé par le thiocyanate eb8, normalement régulé par le CFTR.

Plusieurs molécules capables de stimuler des canaigques autres que le CFTR sont
testées (I'amiloride bloquant les canaux sodigudssenucléotides tri phosphate activant les
canaux chlore non CFTR). Le rétablissement deslibmd ioniques au niveau de
I'épithélium respiratoire permettrait de fluidifiée¢ mucus et ainsi faciliter son élimination.
Enfin, certains travaux étudient la structure ducusuafin de mettre au point des outils
capables de réduire sa viscosité.

Le vaccin antigrippal est recommandé tous les ans.

5.3. Transplantation pulmonaire

Des avancées chirurgicales ont permis, dasscas les plus séveres, d’envisager une
greffe pulmonaire ou coeur-poumon et ainsi prolotg&re du patient mais sans permettre de
guérir la maladie. Dans le cas de la mucovisciddsechniques sont envisagées : la greffe
cceur-poumon, bi-pulmonaire, unipulmonaire (avexdiese du second poumon malade) mais
aussi bi-lobaire (un lobe par poumon) a partir dengtur vivant. Sur 231 greffes pulmonaires
réalisées en 2009, 71 ont concerné des patiemimtatide mucoviscidose (chiffre pour la
France qui correspond aux statistiques mondiales) d0% des transplantations concernent
la tranche des 11 — 17 ans ; les greffes bi-pulines@tant largement majoritaires.

La technique de référence est donc la transplantdiipulmonaire et ses résultats et

complications sont comparables a ceux observés dansres indications. La plupart des
patients regoivent par la suite une triple thérapisunosuppressive a vie. A court terme, la

principale complication est l'infection du greffanmoyen et long terme le rejet chronique du
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greffon, qui se manifeste par une bronchiolite tébdinte. La survie aprés greffe pulmonaire
est d'environ 70 % a 1 an, 45 % a 5 ans et 15 @ an$, ces chiffres s'améliorant au fil des
années. Pour linstant, la transplantation pulmenegste le recours ultime. L'intervention

n'‘est envisagée que si le risque de déces eststgririeur a 50% dans les deux ans qui
suivent. Le nombre de transplantations pulmonaiessesse pourtant de diminuer : le nombre

de patients en attente ayant doublé avec une géaeigreffons.

Ces traitements, non exhaustifs, visent a traiésr dymptdbmes et contribuent a
'amélioration des conditions de vie des patie@spendant, tous les patients doivent suivre
un traitement lourd ; en période de surinfectiohmmnaire, il peut atteindre 6 heures de soin
par jour et nécessiter la prise quotidienne deoffrimés. Malgré 'amélioration de la prise
en charge des patients ainsi que l'efficacité dagements symptomatiques, il n’existe aucun

traitement curatif a ce jour.

6. Thérapeutique a I'étude

Aucun traitement curatif n’est encore efficace gog, cependant 3 principales pistes
sont envisagées. Deux stratégies de recherchentilde&ectement ['étiologie de la
mucoviscidose. La premiere cherche a corriger latépre CFTR altérée : la thérapie
protéigue. La seconde stratégie consiste a corldgeutation du gene CFTR : la thérapie
génique. Enfin, la thérapie cellulaire est uneeoigcente de recherche qui vise a reconstituer
des tissus lésés a partir de cellules soucheg (oattie ne sera pas abordée).

6.1 Thérapie protéique

Plusieurs modes d’action sont envisagés. L'admatisn d’agents « correcteurs »
permet d’augmenter le nombre de protéines CFTRtifumtelles au niveau des membranes
cellulaires. Les agents « potentialisateurs » pageamied’en améliorer le fonctionnement. Ces
2 types de molécules ciblent une ou plusieurs nomsispécifiques. En effet, une mutation de
classe | entrainant une absence de synthese de @& pBurra pas étre corrigée de la méme

facon gqu’'une mutation de classe IV concernant dautée conductance. D’autres molécules
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en cours visent a pallier 'absence de protéine REFdnctionnelle, indépendamment des

mutations, en activant les autres canaux non CFTR.

6.1.1 Thérapeutiques spécifiques de mutations

* Mutations de classe |
Ces mutations de CFTR, appelées « mutations stepgendrent un arrét prématuré dans la
lecture de 'ARNm, empéchant ainsi la formation ruprotéine CFTR fonctionnelle.
Certains aminosides comme la gentamycine, sontbtegpae se complexer a 'ARNm, au
niveau d’'un codon stop au sein du ribosome, peametla poursuite de la traduction
(through-reading)(Howardt al, 1996). Cependant ces antibiotiques ont le désagarde ne
pas pouvoir étre administrger oset possedent une ototoxicité et néphrotoxicitéoirtgmtes.
Le PTC 124 (Ataluren®), qui peut étre administrélement, fonctionne de la méme maniere.
L’essai de phase Il a montré que lI'administratioaleede PTC 124 a permis de restaurer la
synthese et le fonctionnement de CFTR (O’Sullivawd &reedman, 2009). Ces résultats
doivent étre confirmés en essai de phase Il (é&bataolt 2010) et confortent les espoirs
d’obtenir une thérapie efficace chez les patienésgntant une mutation stop. Cependant la
liaison de la molécule active au codon stop va pérm la poursuite de la traduction en
incorporant un acide aminé aléatoire ce qui peatcdmrrespondre a une conversion d’une

mutation de classe | vers une mutation de class&/Il (Kerem, 2005, 2006).

* Mutations de classe I
De nombreuses molécules semblent pouvoir interveair la maturation de la protéine
AF508-CFTR (la mutation la plus fréquente et quréspnte en France, 75 % des patients) et
empécher son blocage prématuré au niveau de l&pdarGolgi. Ainsi, 'augmentation du
nombre de protéines CFTR atteignant la paroi agidak cellules ciliées, va permettre une
restauration complete ou partielle de la fonctioncednal chlore. Ces composeés sont appelés
correcteurs. Il en existe trois types : les chapees chimiques (composés qui miment les
effets des chaperonnes moléculaires naturelles)pl@rmaco-chaperonnes (identiques aux
précédents composés mais spécifiques d'une ciblejee composés qui ciblent les
chaperonnes moléculaires naturelles en modifiantsleniveaux d’expression ou leurs

capacités d’interaction avec la protéine défici€Atmaral and Kunzelmann, 2007).
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Parmi les chaperonnes chimiques, on peut citerlyeéml, le myo-inositol, le
diméthylsulfoxide (DMSO), la taurine et la bétaifes composés ne sont pas spécifiques et
nécessitent de fortes doses pour exercer leurnaat® qui empéche leur utilisation comme
médicament.

Le miglustat est testé depuis septembre 2007 darssai clinique de phase Il comme
inhibiteur de I'enzyme de glycosylation de la pireee F508del-CFTR. La glycosylation
entrainant une dégradation accélérée de la progande réticulum endoplasmique, son
inhibition permet de laisser le CFTR, méme mut&ngdre ses fonctions sur la membrane
apicale de la cellule ciliee (Noret al, 2006). Cependant, ces tests n'ont pas donné les
résultats escomptés.

Vertex Pharmaceuticals a annoncé des résultataiegeants pour I'essai clinique de
phase Il du Vx809, un correcteur de la protéine RFQuatre-vingts neuf patients atteints de
mucoviscidose et porteurs de la mutatiddfb08 ont participé a cette étude aux Etats-Unis. La
molécule a été bien tolérée par les patients adisés testées et prises oralement pendant 28
jours. La prise du Vx809 aux 2 doses les plus éew& permis de diminuer de maniere
significative la concentration de chlore dans lausutest de la sueur), un effet généralement
attribué a une correction de l'activité du CFTRalitres parameétres mesurés sont en cours
d’analyse.

Ces premiers résultats ont permis de débutecti@ 2010 un essai clinique qui vise
a tester l'effet combiné du Vx809 avec l'activatedeg CFTR, Vx770, chez des patients
porteurs de la mutationF508. Des études vitro ont montré que l'utilisation combinée de
ces 2 molécules avait un effet sur l'activité deTRFplus importante que par I'application

d’une seule de ces molécules.

* Mutations de classe Ill, IV et V
La compagnie américaine Vertex Pharmaceuticals rorage en février 2011 que l'étude
clinique de phase Ill montrait une améliorationnicjue significative de la fonction
respiratoire, une diminution de la concentratiooms chlorures dans la sueur, une diminution
significative de la survenue d’exacerbations et pnge de poids chez les patients porteurs
d’'une mutation G551D et recevant le Vx-770, actvatdu CFTR, pendant 24 et 48
semaines.
La mutation G551D concerne 2 a 4% (selon les padgs)patients atteints de mucoviscidose.

Ces résultats constituent une étape décisive poracherche sur la mucoviscidose. En effet,
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cette étude démontre pour la premiere fois gu’umtervention pharmacologique sur la

protéine défectueuse permet une amélioration clengjgnificative des patients.

6.1.2 Thérapeutiques non spécifiques de mutations

Le denufosol (Inspire Pharmaceuticals) est un cad@pagoniste des récepteurs
purinergiques P2Ydes cellules épithéliales respiratoires (Deteydinal, 2007; Kellerman
et al, 2008). Des études préalables ont montré queaisoh de cette molécule avec son
récepteur membranaire permettait de stimuler kssports ioniques, de réhydrater les voies
aériennes et de stimuler la clairance mucocilidieedenufosol stimule I'activité des canaux
chlorure non-CFTR et inhibe le canal sodium ENa@sdees cellules. Les premiéres études
de phase Il appelées TIGER-1 (TIGER = Transportlafs to Generate Epithelial
Rehydration, que I'on peut traduire par Transpdds ions pour créer une réhydratation de
I'épithélium) montraient une amélioration signifis@ de la fonction respiratoire aprés 24
semaines de traitement chez des adolescents sitiginie forme légere de mucoviscidose. Le
denufosol est classé comme un nouveau régulatecarde ionique administré par inhalation
qui hydrate le mucus bronchopulmonaire pour erifecila désobstruction. Cependant, les
résultats de I'étude de phase Il terminée en dbéoen2010, TIGER-2, se sont avérés
décevants et n'ont pas confirmé les résultats patrprometteurs de I'étude précédente
(TIGER-1).

Le lancovutide (Moli 1901®, laboratoire AOP OrphBharmaceuticals AG) est un
peptide polycyclique issu de Streptomyces cinnamon@uramycine) qui, en augmentant le
calcium intracellulaire, active une voie alternatpour le transport transépithélial de chlore
(canal Chlore calcium dépendant) et augmente lanvelde liquide a la surface des voies
aériennes : confirmation par I'étudevivo de Zeitlinet al, chez des volontaires sains et des
patients ayant une mucoviscidose (Zeiéinal, 2004). Les études de phase Il ont fait la
preuve de leur efficacité sur la fonction respir@odes 4 semaines de traitement, et ont
déemontré une efficacité optimale dans la populagwésentant une forme modérée de
mucoviscidose (Grasemaehal, 2007). Néanmoins, ces résultats ne sont pastgjagment
significatifs et les résultats en sous-groupesséais supposer que certaines "catégories" de
patients sont susceptibles de répondre plus fal@rent au médicament. Sur la base de ces
dernieres analyses et afin d'identifier avec pr@cicette population de "répondeurs”, un

nouveau protocole de phase Ill a été mis en pladeueope fin 2010.
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®
Classe I Classe 11 Classe III Classe IV Classe V Classe VI
Read-thoug : Correcteur : Potentialisateur : Read-though :
+ Gentamycine + Miglustat Vx-770 pour G551 PTC124
+PTC 124 +Vx809 (Rare)

+Vx809-Vx770

Activateur d’autres voies :
+ denufosol

» l[ancovutide

Figure 6 : Récapitulatif des thérapeutiques a desdéveloppées en fonction des anomalies phémpigpidu

CFTR (spécifique des mutations de classe | a VI).

6.2. Thérapie génique

La mucoviscidose est une maladie monogénique essé@, ce qui suggere que la
perte de fonction puisse étre corrigée par I'inficitbn d’une copie fonctionnelle du gene. Le
principe de la thérapie génique somatique estideoduire dans le génome cellulaire le gene
codant une protéine CFTR de fonction normale. Lemgsimement du gene sain vers les
cellules cibles nécessite l'utilisation de vectegrs sont des transporteurs de matériel
génetique. Ce vecteur doit permettre une expnessimable du gene sain spécifiguement
dans les cellules ciblées, sans engendrer de t®xai de réaction immunitaire de la part de
'héte. Deux grands types de vecteurs sont étudies vecteurs viraux et les vecteurs
synthétiques.

Dans le cadre de la mucoviscidose, ce sont dadesd cellules épithéliales
respiratoires qu’il faut corriger, ce qui constitl@ premiere difficulté. L’épithélium
pulmonaire est une barriere naturelle contre legntsg toxiques ou infectieux de

'environnement. Dans un contexte mucoviscidosigu&, transduction des cellules
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pulmonaires est d’autant plus difficile qu’il fapallier a la présence de mucus épais mais

aussi a l'inflammation préexistante.

A ce jour, il y a eu un total de 34 études de phaseseulement 8 qui ont abouti & des
essais cliniques de phase Il de thérapie génigimegmaire dans le cadre de la mucoviscidose.
Huit essais comportaient l'administration d'aémsaomme élément clé de [I'étude
(Griesenbach and Alton, 2009). Seulement 3 agemtsahsfert de géne, 2 viraux et 1 non
viral, ont montré des résultats encourageantdémavirus recombinant (Ad) (Perricoeeal,
2001), I'adeno-associated virus (AAV) (Mostkal, 2007) et le GL67A/pGM169, qui est un
complexe composé de liposome cationique GL67A (fidemzyme Lipid 67A) et de 'ADN
plasmidique pGM169 exprimant le CFTR (Altehal, 1999). Cependant, des imperfections,
telles qu'une efficacité amoindrie a doses répétéees réactions immunitaires vis-a-vis des
vecteurs viraux ou une dégradation du vecteurderk nébulisation pour le non viral, sont a
corriger. Grace a un nouveau procédé de préparetione meilleure formulation du GL67A,
le UK CF Gene Therapy Consortium a initié un esaique de phase I/l fin 2011, toujours

en cours.
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Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials

WILEY

Cancer diseases 64.7% (n=1155)

@ Monogenic diseases 8.5% (n=151) 2 [ @
@ Caordiovasculor diseases 8.4% (n=150) — L iy
@ Infectious diseases 8% (n=142) 2007 7
® Nourological diseases 2% [n=34) 008 L
@ Ocular disecses 1.5% [n=26) 2007 89
@ Inflammatory diseases 0.7% (n=13) 2004 n
@ Other diseases 1.2% (n=21) 2003 n
@ Gene marking 2.8% (n=50) 2004 10
@ Healthy volunteers 2.4% [n=42) 2003 85
2002 87
2001 108
Tha Journal of Gane Medicine, © 2012 John Wilsy and Sons Uid et wily ek genmed chnical 2000 9§
1999 16
. T . n 1958 is
Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials @ oy G
1994 |
Anfigen 20.7% (n=370) 1995 87
@ Cytokine 18.5% (n=331) 1994 18
@® Tumor supressor 8.5% (n=152) 1993 37
@ Suicide B.3% [n=148) 1992 " R
® Deficiency 7.9% [n=141) 1553 . Number of Gene Thsru?y Clinical Trials
@ Growth factor 7.5% [n=134) w0 B2 Approved Worldwide 1989 - 2010
@ Receptor 7% (n=125) we: B
@ Replication inhibitor 4.3% (n=77) Whivia "
® Morker 3% (n=54)
: S:‘::L:‘?;;r;nljs'gﬂ';’ (w=202) The Journal of Gene Medicine, © 2012 Jobn Wilay and Sony Ud wowwwilay co.uk/genmed/clinical
Tha Journal af Gane Madicing, © 2012 John Wily and Som Ud wwew wilky <o uk/ genmed/clinical
Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials @ Phases of Gene Therapy Clinical Trials 1@
WILEY WILEY
Adenovirus 23.3% (n=424)
@ Retrovirus 20% (n=345)
@ Noked/Plasmid DNA 18.5% (n=337) Phase | 60.2% (n=1076)
@ Vaccinia virus 8% (n=146) @® Phase I/1l 18.6% (n=333)
@ Llipofection 6% (n=110) @ Phase Il 16.5% [n=294)
@ Poxvirus 5.2% [n=95) @ Phase /11l 0.9% (n=18)
@ Adenc-associated virus 4.7% (n=86) @ Phase lll 3.5% (n=43)
@ Herpes simplex virus 3.2% (n=58) @ Phase IV 0.1% (n=2)
@ Lentivirus 2.6% (n=48) @ Single subject 0.1% (n=2)
@ Other categories 5% (n=91)
@ Unknown 3.4% [n=62)
The Journal of Gane Madicine, © 2012 Jobhn Wiley ond Som Uid www. wilwy.co. vl genmed/ clinical Tha Journal of Gane Madicine, © 2012 John Wiley and Son Ld wowewt wily co_ul/genmad)/elinicol

Figure 7 : Représentation des caractéristiquesedsais cliniques mondiaux (indications, types daeg
vecteurs, types de phase clinique et nombre desdaiiques par année) répertoriés par Journal evieg
medecine (“Gene Therapy Clinical Trials Worldwid2012).
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Partie 2 : Thérapie genigue

La thérapie génique est l'insertion, la modificatau la suppression de génes dans les
cellules d'un individu afin de prévenir, traiter oorriger les génes défectueux responsables
du développement d’'une pathologie. La forme la momimune de la thérapie génique
consiste en I'expression d’'un ADN exogene afin dengenser/restaurer I'expression d’'un
gene muté. Cette technique n’était envisagée que ges maladies qui sont la conséquence
d’un seul géne défaut, comme la mucoviscidosenidphilie, la dystrophie musculaire ou la
drépanocytose. Cependant le spectre d'action tetapie génigue ne cesse de s'étendre et
vise aujourd’hui des affections telles que le cgnles immunodéficiences, les affections
articulaires inflammatoires et méme certaines &fias neurologiques telles que la maladie

de Parkinson et la maladie d'Alzheimer.

Bien que cette technologie ne soit pas encoreddait maitrisée, elle fait I'objet d’un
véritable engouement. La premiere stratégie esbdgenser la déficience d’'un gene existant
défaillant en introduisant une copie fonctionnelle géne de fagon « classique », additive
dans une localisation génomique indéterminée aefee endogéne déficient reste présent a
l'identique. Actuellement des efforts existent paarriger le gene in situ (recombinaison
homologue, modification du messager...) : « chirudegene » soit, ajouter une fonction
positive (qui peut contrecarrer un processus patfiglie) : « ADN médicament » soit

conférer une fonction négative a la cellule cilpiar(exemple dans le traitement de cancers).

La plupart (60,2%) des essais cliniques chez I'heraont en phase |, c'est a dire que
seules l'innocuité et la tolérance sont évaluééesyniguement 3,5 % des essais cliniques
concerne une phase lll, c'est & dire un traitereffattif d'une maladie par thérapie génique.
Le majorité des études (67%) utilise des vecteinaux dans leurs essais, avec 23,3%

d’adénovirus et 20% de rétrovirus, et concerne,@%4les thérapies anticancéreuses.
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1. Essais cliniques de thérapie génigue pulmonaire

Dans le cas des cancers du poumon, les essagueiréalisés sont au nombre de 54
dont seulement 3 en phase Ill. La grande majogtéesd essais (50) concerne des carcinomes
non a petites cellules. Les vecteurs viraux sahsés dans 33 essais (28 avec I'’Adénovirus)

et les vecteurs synthétiques (exclusivement datelpcationiques) dans seulement 6.

Dans le cas de la mucoviscidose, les essais thérpes chez des patients ont débuté
en 1993. Aujourd’hui, 35 essais cliniques ont é@isés ou sont en cours dont 3 en phase Il.
21 essais concernent des vecteurs viraux, dontd@des Adénovirus recombinants et 9 avec
des virus associés a I'’Adénovirus (AAV). Les vecsenon viraux, uniguement des lipides
cationiques, sont utilisés dans 11 essais. Dans ¢t&s essais, les protocoles prévoient

I'administration des particules ADN/vecteur par Veses aériennes.

2. Thérapie génique contre la mucoviscidose

2.1 Les stratégies géniques dftr a vectoriser

Tout d’abord, transférer une copie du géne humaitier avec ses €éléments de
régulation, tel que le gerudtr qui mesure environ 250kb est inconcevable avéeclanologie
actuelle. C’est pourquoi, I'essentiel des travai@stspenché sur l'utilisation de '’ADNc du
géne humain qui mesure 7,5kb. Cependant, peu dewsasont capables d’encapsider 7,5kb
en plus d’'une région régulatrice. Des stratégies p&duire la taille du transgéne se sont donc
développées. Les premiers essais montre que li@tion des quatre premiers segments
transmembranaires (M1-M4) de MBD1, qui pourraiemnctionner comme codons
d'initiation, permet de conserver une fonction dasaux chlore régulés par AMPc avec une
sélectivité d'ions identiques au type sauvage, ragex une probabilité de CFTR ouvert
réduite et la conductance d'un canal unique. L'#ation d'autres segments
transmembranaires n'a pas permis de conservembdido du canal chlore. Ces données
suggerent que les segments M1-M4 ne sont pas él@egls essentiels dans la conduction du
pore ou le filtre de sélectivité formé par la pnogeCFTR (Carrolet al, 1995).

De plus, Ostedgaardt al., ont développé une série de variants CFTR avec des

domaines de R raccourci (entre les résidus 70836) 8t les ont exprimés en culture
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différenciée de cellules d’épithélium pulmonaicé. Tous les variants ont montré une
biosynthese, un ciblage a la membrane apicale derataun transport chlore transépithélial
de type sauvage dans les épithéliwhs La comparaison des comportements des différents
variants suggérent que la longueur du domaine Brdsence de sites de phosphorylation, et
d'autres facteurs contribuent a canaliser l'aétivi@es données fournissent un apercu de la
structure et la fonction du domaine R et d'idestifes régions qui peuvent étre supprimées
sans modifier la fonction (Ostedgaastdal, 2002). Le vecteur AAV5 contenant le transgene
cftr delta R a montré que, délivré a la surface apidald'épithélium différencié des voies
respiratoires, une correction partielle du transpcnlore & deux a quatre semaines
(Ostedgaaret al, 2005).

D’un autre c6té, la mutationF508 du CFTR est la plus frequemment retrouvéa et |
protéine présente un défaut de repliement qui teffea maturation et altere la fonction du
canal chlore. La transduction de fragmerits (1-633 and 1-614) d’environ la moitié de la
taille de type sauvage et complémentaire de laepdetla protéine CFTR portant la mutation,
permettrait la restoration du transport de chlarevitro dans les cellules épithéliales
bronchiques humaines CFBE4lo- (deltaF8G8- Plus important encorejn vivo,
l'administration nasale d'un adénovirus exprimantfragment CFTR complémentaire a
restoré un certain degré d'activité du CFTR dassviges nasales des souris homozygotes
deltaF508 (Cormet-Boyaleat al, 2009). Ces résultats permettent d'identifierfcigments de
protéines comme une solution viable pour corrigetaines mutations du CFTiR vivo.

L’équipe de Songet al. a supposé une stratégie de trans-épissage, ouveeteurs
AAV doivent délivrer les moitiés 5 ‘et 3' d'ADNc di¢necftr ou les deux pré-ARNm vont
former un ARNm complet ainsi qu’'une protéine CFTRdtionnelle. En effet, I'utilisation de
segments trans-épissé en 5 ' donneur et 3' accejiweze 'ADNc du CFTR entre 14a et 14b
exons, la co-transfection de plasmides donneuesadpteurs conduit a la restoration de la
conductance du CFTR dans les cellules épithéliddssvoies respiratoires humaines IB3-1
(cf-) (Songet al, 2009).

2.2 Les problemes liés a I'organe cible

L’épithélium respiratoire est la principale cible k& thérapie génique dans un contexte
de mucoviscidose, puisque son atteinte est reapt;nde 90% de la morbidité de la maladie.

Il recouvre la structure tubulaire des voies aéwen de la cavité nasale a I'arbre bronchique

32



en passant par la trachée. Il comporte plusieyrsstyde cellules épithéliales, incluant les
cellules de Goblet sécrétrices de mucus et lesilesliciliées impliquées dans I'élimination
des bactéries pathogenes et autres particules soapmues. Dans les bronches et les
bronchioles, les cellules Clara sécretent des geptet des protéines régulant les réponses
inflammatoires. Les glandes sous-muqueuses praduisemélange de sécrétions muqueuses
et séreuses, qui est extrémement important pounaiatien de I'homéostasie pulmonaire.
Enfin, I'épithélium comporte aussi des cellules d/@s et neuroendocrines, ainsi que des
cellules non-épithéliales : des macrophages et adiles dendritiques. L’épithélium
respiratoire repose sur une matrice, la membrasaldaqui est produite par les cellules
mésenchymateuses. Les interactions entre ['épitiméli respiratoire et le tissu
mésenchymateux peuvent aboutir a une altératidigpiehélium, la fibrose, qui joue un role
clé dans la mucoviscidose. Les différents typesulegles expriment la protéine CFTR a
différents niveaux (Jiang and Engelhardt, 1998hétérogénéité du tissu, la présence d'un

mucus et un systeme immunitaire local en font waoe difficilement transfectable.

Cependant, il semble y avoir plusieurs types dilesl épithéliales dans les poumons
qui fournissent des fonctions progénitrices, offianpossibilité & long terme de correction si
ces cellules peuvent étre ciblées avec des vedgarsgration (Livet al, 2009). Il existe une
controverse au sujet des cellules a cibler pouhéaapie génique. Les arguments a l'appui
peuvent étre avancés pour corriger les cellulebégéhélium de surface, les glandes sous-

mugqueuses, ou les deux (Lee and Foskett, 2010).

Des études pré-cliniques réalisées peu apréesnagéodu geneftr ont été réaliséesx
vivo etin vivo chez la souris pour tester I'efficacité d’'un ti@msde gene. Ces études ont
montré la capacité de restorer un niveau physiqlagide sécrétion de ‘Gthez des souris
transgéniqueqcf/cf) (Alton et al, 1993; Hydeet al, 1993) mais surtout gqu'un niveau
d’expression du geneftr de seulement 5 % par rapport a la normale permetsurvie de
100% des animaux avec une correction de la foncl®transport ionique de seulement 50 %
(Dorin et al, 1996). Sur des cellules humaines, la sécrétienCil d'un épithélium
bronchique polariséf peut aussi étre restorer (Olsetnal, 1992). Il a été montré que 6 et
10% de complémentation suffisent a la fonction radendle transport de @lar le canal CFTR
(Johnsoret al, 1992), et que le transport mucosal était rétadic une restauration de 25%
de la surface épithéliale bronchique (Zhahgl, 2009).
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Cependant plusieurs facteurs sont importants poivea a un effet thérapeutique du
géene délivré comme lefficacité du transfert de egnnombre de cellules modifiées
génétiquement et le niveau d’expression du trareggéan durée de I'expression transgénique,
I'obtention d’une protéine fonctionnelle, le cib&agellulaire, la régulation tissu-spécifique du
transgéne et l'innocuité de la méthode de transflert génes pour l'individu et son

environnement, sans oublier la réponse immunitpireonstitue la majorité des contraintes.

Pour des applications de thérapie génique, leeueciiiraux ont toutes les faiblesses
potentielles, telles que lI'immunogénicité, le teopé et I'expression transitoire du transgene.
Le succés dans l'exploitation des vecteurs viragpeeddra de la capacité a surmonter ces

limitations.

2.3 Les vecteurs utilisés en thérapie génique

» Utilisation des Adénovirus en thérapie génique dalmucoviscidose

L’adénovirus recombinant fut le premier vecteurakimutilisé pour le traitement de la
mucoviscidose dans un essai clinique en avril 1@3stal et al, 1994), mais aussi le
vecteur le plus employé dans des essais clinigdeseffet, le tropisme naturel de ce
pathogéne bénin pour les voies aériennes, en faitcandidat idéal. Le génome de
'adénovirus (30-40 kb) et la fonction de ses geéoesété abondamment étudiés, ce qui a
permis d’insérer le gene CFTR et d’éliminer lesageriraux indésirables. Il est utilisé dans
13 essais cliniques sur 35. Quatre des essaigjtigiont été menés sur I'épithélium nasal
(Zabneret al, 1993, 1996; Hagt al, 1995; Knowlest al, 1995), six autres sur I'épithélium
bronchique (Hat al, 1995; Belloret al, 1997; Harveet al, 1999; Zuckermast al, 1999;
Perriconeet al, 2001; Ben-Gart al, 2002) et trois sur les deux épithéliums (Wilsdral,
1994; Crystakt al, 1995; Josepht al, 2001).Lors d'un essai clinique de phase I, I'utilisation
du vecteur adénoviral s'est révélée étre faiblen@xitjue chez l'un des 4 patients traités
(Crystalet al, 1995). Il apparait que I'administration du vectadénoviral semble pourtant
étre bien tolérée a faibles (< LQFP) et moyennes doses (entre D 10" particules
adénovirales)(Harvegt al, 1999). En accord avec les tests effectués spith@ium nasal, le
transfert de géne avec un adénovirus au niveauégéhélium bronchique entraine une

réponse immunitaire humorale (Crystl al. 1994) et une réponse immunitaire cellulaire
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lymphoproliférative chez tous les patients trait@s. plus, il a été montré au cours de ces
essais que moins de 1% des cellules bronchiquésvpes pour étude avaient été transduites
par le vecteur adénoviral (Zuckermanhal, 1999). L'analyse de ces cellules transduites a

révélé que 97% de ces cellules n’étaient pas deeapithéliale (Perricoret al, 2001).

Les tests de transfert de géne a l'aide de vectdgsoviraux ont mis en évidence :
'apparition d’'une inflammation locale dose-dépemés une forte décroissance de
I'efficacité du transfert de gene lors de ré-adstmaitions répétées due a la production
d’anticorps neutralisants ; une efficacité de tdacsion moyenne ; et une faible spécificité de
transduction. Ces obstacles rendent nécessaireédnetion de I'immunogénicité du vecteur
adénoviral dans le cadre de la thérapie géniqua aeicoviscidose.

Afin d’améliorer les performances et la sécurité decteurs d’autres stratégies ont été
envisagées. Le développement de vecteurs ditodéetne génération ou « helper-dependent
Adénovirus », HD-Ad, presque entierement évidé éaogne viral. Ces vecteurs n'expriment
pas les séquences virales et permettrait de rétksreéponses immunitaires a médiation
cellulaire, induites avec les générations précégedé vecteurs Ad. Cependant, les protéines
de capside restent des cibles pour les anticorpgralisants et peuvent déclencher des
réponses immunitaires innées de cytokines pardidsles effectrices. Récemment, Geataal.

a démontré que l'immunosuppression transitoire idérablement amélioré I'efficacité de
I'expression du transgene et facilité ré-admintistnadu vecteur HD-Ad dans les poumons de
souris (Caoet al, 2011). En plus de l'immunosuppression, l'utiisatd’autres sérotypes
semble étre une solution pour se prémunir contrerélponse immunitaire anti-Ad5
préexistante (Bangari and Mittal, 2006). Graetoal. ont développé un vecteur adénoviral
chimeérigue en utilisant le couple capside/fibresdeotypes différents, capside du sérotpe 5
avec les fibres du sérotype 35 : Ad5/F35. lls dygenvé que I'échange de fibres Ad5 avec le
sérotype 35 confere une efficacité de 30 fois @glesé de la transduction et la correction
canal chlorure CFTR dans les lignées cellulaifes par rapport a Ad5/FEXx vivo, Ad5/F35

a la capacité de transduire efficacement I'épitimlireconstitué des patients atteints de
mucoviscidose (CF-HAEYia la surface apicale, et restaurer la fonction cahldrure a des
doses relativement faibles vecteurs. De plus itsaontré une expression relativement stable
du CFTR transduit pendant plusieurs semaines. Geségs suggerent que des vecteurs tels
que Ad5 qui utilisent le récepteur adénovirus (CARBNt moins efficaces pour transduire la
surface apicale des cellules épithéliales des vaggmennes que les vecteurs de sérotypes
CAR-indépendante tel que Ad35 (Graetaal, 2010).
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Toutes ces études qui évaluent ['utilisation deerecHD-Ad, d'immunosuppresseur, la
commutation ou la sélection sérotypique des film@mst autant de stratégies pour améliorer
I'efficacité, la sécurité et la durée d’expressgilontransgene par le vecteur adénoviral pour le

transfert de génes dans les voies aériennes.

» Utilisation des AAV en thérapie génique de la mucascidose

Les virus adéno-associés, de la famille des pamsyisont les seuls virus avec les
adénovirus a avoir été utilisés pour le transferggdne pulmonaire dans des essais cliniques
contre la mucoviscidose. Les tests pré-cliniguesisé&s avec les AAV ont mis en évidence
une expression a long terme du transgéne dans atiédes animaux (Flotte and Carter, 1997;
Rubensteiret al, 1997), accompagnée d’'une réponse inflammatoiriitie intensité. Ces
résultats ont motivé l'utilisation des AAV dansdadre de la thérapie génique sur 'Homme.
Neuf essais cliniques réalisés avec un vectewmeAAV ont été menés a ce jour. Dans huit
essais, le vecteur employé est le vecteur tgAMY-(Targeted Genetics) qui dérive de
I’AAV-2 et contient I'intégralité de 'ADNc du geneftr humain, sauf dans la derniere étude
d’Aitken (non publiée), ou le vecteur utilisé e®tAV-6. Comme dans les études cliniques
réalisées avec des vecteurs adénoviraux, lesdegtansfert de gene a base d’AAV ont été
meneés sur I'épithélium nasal et bronchique.

Au cours de ces études, aucune inflammation mamughénoméne majeur de toxicité
lié a la vectorisation de I'AAWEftr n'a été décelé chez les patients. Seule une répons
humorale modérée a été observée contre la capsiddAlV (Wagner et al, 1998, 1999,
2002; Aitkenet al, 2001). De plus, il a été observé une large tistion du vecteur dans les
voies respiratoires supérieures (Aitkeinal, 2001). Les essais cliniques de phase Il permet
d’observer pour la premiére fois un transfert deeg@ine réduction de la production de la
cytokine pro-inflammatoire IL-8 mais sans détectitenl’expression du transgéne. Le vecteur
AAV-2 portant sur l'intégralité du ADNc du gérgtr humain (tgAAVCF) ont été livrés a
I'épithélium nasal, les sinus et les poumons detsw@tteints de mucoviscidose (Madsal,
2004). Bien que ces études indiquaient que l'ilasiiin répétée de I'AAV était slre et bien
tolérée, ils ne démontrent pas, en phase clinigBe I'2xpression de la protéine CFTR
fonctionnelle ou une amélioration statistiguemeignificative de la fonction dans les

poumons chez les patient mucoviscidosique modéosgbt al, 2007).
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Les vecteurs AAV sont candidats prometteurs eronaifes progres dans la production
due ces vecteurs, l'expression des transgenesveetant stablein vitro et I'absence
d’'inflammation induite par ces vecteursvivo, cependant ils nécessitent des améliorations
quant a leur efficacité de transfert de géne.

Bien que le vecteur AAV-2, initialement proposé plauthérapie génique pulmonaire,
a démontré une certaine efficacité, il a aussi néomtes limites dans I'expression du
transgene. Afin d'éviter la reconnaissance immugitaet d’augmenter [I'efficacité
transduction, des vecteurs AAV d'autres sérotypeseté construits. Plusieurs groupes ont
maintenant démontré que les autres sérotypes el AAV-1, AAV-5, AAV-6, et AAV-9
montraient une efficacité de transfert de gene physortante dans une variété de modeéles
d’épithélium pulmonaire. En effet, Zabnetral. ont montré une efficacité plus importante du
transfert de géne de I’AAV-5 par rapport a 'AAVHRvitro, de 50 fois sur des cellules ciliées
humaines d'épithélium respiratoire mais airssivo dans I'épithélium des voies aériennes du
poumon, chez la souris (Zabretral, 2000). En revanche, dans I'étude d’Halbedrial, ce
sont les vecteurs AAV-6 qui montrent une transaurcplus efficace des cellules épithéliales
des voies aériennes humaines, grandes et petisgg)'q 80% dans certaines transductions
pulmonaires (Halberet al, 2001). Ceci est conforté par Limbess al, qui montrent des
transductions plus élevés pour 'AAV-6 mais pas rpbAAV-5 sur des cellules ciliées
humaines d'épithélium respiratoire mais aussivo dans I'épithélium des voies aériennes du
poumon, chez la souris (Limberet al, 2009). Ces résultats, combinés avec la faible
immunogénicité de I'AAV-6 par rapport a 'AAV-2, diquent que le vecteur AAV-6 peut
fournir des avantages significatifs. Cependant, AR¥est montré 100 fois plus efficace que
I'AAV-2 et AAV-5 pour transduire des cellules épmtiales humaines des voies aérienimes
vitro (Yanet al, 2006). Et méme si ’AAV-1 transduit vivo avec une efficacité égale a celle
de I'AAV-5 I'épithélium de la trachée respiratomaurine (Virella-Lowellet al, 2005), Flotte
et al. ont démontré dans les voies respiratoires despaneeés, les avantages de 'AAV-1 sur
I'AAV5, en termes d'efficacité de transfert de gepe fois plus importante a 90 jours, mais

également une réduction de l'immunogénicité ennepd cellulaire (Flottet al, 2010).

D'autres stratégies pour améliorer l'efficacité ldetransduction des AAV dans
I'épithélium pulmonaire visent a I'élaboration deitants de capside (mutation ponctuelle ou
de capsides hybrides intégrant plusieurs sérotgyast une plus grande affinité pour les
cellules épithéliales des voies aériennes). Lermdtations au sens propre, comme le vecteur

mutant AAV6.2 créé par la mutation d’une phénylalanpar une leucine en position 129
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(F/L en 129), celle-ci lui confére une expositianéiorée du récepteur a I'héparine et une
efficacité de transduction plus importante que tessautres vecteurs AAV 1, 2, 5,6, 7,8 et 9
testés dans les voies respiratoires de la soudsaret des modeles d’épithélium respiratoire
cilié humain (Limberiset al, 2009).

D'autres nouvelles variantes de capside ont rédultirassage des sérotypes suggérant
que la co-infection améliorerait I'efficacité descteurs AAVin vivo. En effet, la génération
d’'une bibliotheque chimérique AAV a permis d’iddieti 2 chiméres de capside construites
avec les AAV-1, AAV-6 et/ou AAV-9. Les efficacit@e transduction des deux variants AAV
pour I'épithélium respiratoire humain cilié ont étds fois supérieures a celle de 'AAV-6 (Li
et al, 2009). La chimére AAV-2/9 a montré une expresslen genes 60 fois meilleure que
celle obtenue avec 'AAV-2/5 mais aussi relativeingable, 9 mois, dans les voies aériennes
du poumon murin, ce qui suggere que la populatiencellules progénitrices des voies
respiratoires a été transduites (Limberis and Wils2006). Plus finementgs sérotypes,
AAV-2 et AAV-5 qui l'utilisation des récepteurs tigcts, I'héparane sulfate et Il'acide
sialique, respectivement ont permis d’élaborer noevelle variante d’AAV. L’AAV-2.5T,
une chimere entre AAV-2 (AA1-128) et AAV-5 (aal225)) qui voit une liaison accrue a la
surface apicale de I'épithélium des voies respiegoet un transfert de genes améliorés
(Dickeyet al, 2011). Une nouvelle approche de co-infectionAVAconsiste en l'infection
de deux vecteurs, AAV-2 et AAV-6, complémentaires exprimant chacun une séquence
partielle du CFTR (transplicing) (Somrg al, 2009). Des essais de thérapie génique foetale ont
aussi été menés chez la souris. L'injection intmsiatique d’un AAV-6/2 en intratrachéale de
foetus murins ont révélé 17,5% des cellules épiledi pulmonaires transduites avec une

expression du transgene détectée jusqu’a 1 maes sponaissand€arlonet al, 2010)

En conclusion, les améliorations dans l'ingénieles AAV, le choix de sérotypes différents,
la conception de capsides mutantes et des métideda®duction ont fait du vecteur AAV un

choix attrayant pour délivrer k&tr dans les voies aériennes.

» Utilisation des vecteurs non-viraux en thérapie géque contre la mucoviscidose

Depuis 1993, 11 essais de phase | / Il utilisastuiEteurs non-viraux ont été réalisées.
Les vecteurs non-viraux se décomposent en deugrsgstde transfert de gene : les systemes

a base de complexes ADN/lipides cationiques appigléplexes ; et les systemes a base de
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complexes ADN/polymeres cationiques appelés pokgsdFelgner, 1997). Chez des souris
invalidées (cf/cf), la vectorisation par lipoplexes du gémfir a permis de restorer

partiellement une activité de transport des iongAton et al, 1993).

Quatre types de lipoplexes ont été testés : DC-O@PE, DOTAP, GL-6™, EDMPC-
cholesterol et un polyplexe : la poly-L-lysine stitoge avec du PEG. Comme pour les essais
cliniques des vecteurs viraux, les essais de vieat@mn du géneftr ont été réalisés sur
I'épithélium nasal et/ou I'épithélium bronchiquesd_premieres études ont mis en évidence la
capacité des lipoplexes a transfémervivo un gene dans des cellules épithéliales nasales
(Caplenet al, 1995; Gillet al, 1997; Porteoust al, 1997; Zabneet al, 1997; Ziadyet al,
2003), et cellules épithéliales bronchiques (Alanal, 1999). Il a également été observé
gu’une ré-administration répétée d’'un lipoplexentraine pas de diminution de I'efficacité de
transfert de gene (Hydet al, 2000). Néanmoins, l'efficacité de transfert de@ar les
lipoplexes se révele faible et insuffisante enakgiour assurer un effet thérapeutique (Noone
et al, 2000) .

Seul le GL67™ (cholest-5-ene-3-0l(3b)-3-[(3-amirapyl)[4-[(3-aminopropyl)
amino]butyl]jcarbamate) a émergé comme un vectemhvital prometteur pour la transfection
des poumons efficaces basés sur des études deumdrfanction (Leeet al, 1996).
Cependant, Zabneagt al. ont montré que I’ADN nu codant pour la protéineT®Fa été au
moins aussi efficaces que le complexe ADN-GL67™urpwansfecter I'épithélium nasal
(Zabneret al, 1997). En revanche, Altagt al. ont démontré que la nébulisation du complexe
ADN-GL67 complexes dans les poumons des patietegtst de mucoviscidose a conduit a
un degré significatif de correction du transport@e alors que les patients ayant recu le
placebo (GL67 seul) a montré aucun (Al&ral, 1999). Par ailleurs, tous les patients montré
grippaux légers symptdomes pendant quelques hewits aprés la nébulisation. Cette
évolution défavorable a été attribuée aux séquepateives pro-inflammatoires (ilots CpG)
présents dans I'ADN bactérien. En accord avec @t un plasmide CpG-libre, complexé
avec GL67, a été évalug vivo et 'ARNm ducftr a été detecté dans le poumon de souris
pendant au moins 56 jours aprés l'administration’alerosol sans susciter une réaction
inflammatoire (Hydeet al, 2008). La durée de l'expression de la protéin@ RGFjui dure
généralement de 1-4 semaines, peut étre étendusemstituant un promoteur d'entretien
ménager de 'Homme pour les promoteurs viraux coorant utilisés. En effet, I'utilisation

du promoteur de l'ubiquitine C, a étendu la duréd'ekpression du CFTR a 6 mois ou plus
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aprés une administration pulmonaires unique chemlais (Gillet al, 2001; Hydeet al,
2008).

D’autres études ont permis d’augmenter I'efficadiéece vecteur. En effet, I'utilisation
de carboxyméthylcellulose 0,5% et 'augmentationtelmps de contact entre 'ADN et le
GL67-A ont conduit a une augmentation globale ddd$ le transfert de géne initial. Fait
intéressant, cela ne conduit pas a la correctian ad®malies du transport ionique dans
I'épithélium nasal de la sourisf-, ni a une quantification immunohistochimique de
I'expression du CFTR (Griesenbaghal, 2010). Cependant lors d’études sur des modeles
grands animaux, le vecteur cationique (GL67A) acét@paré au vecteur polyéthyleneimine
(PEI) et a la nouvvelle technologie des nanopddgtormulées avec du polyéthyléne glycol-
lysine dans une évaluation pré-clinique. Tous lestaeurs ont donné des preuves de transfert
de gene et d'expression un jour aprés le traiteadministrés par aérosol aux poumons des
moutons (n = 8 par groupe), seulement le GL67Armddes plus hauts niveaux d'expression.
La protéine CFTR a été détectée dans les cellpidsédiales des petites voies aériennes chez
deux sur huit animaux traités avec GL67A associédefdammation locale et systémique
bénigne. McLachlan &t al. concluent que le GL67A a été le meilleur vectean-miral

actuellement disponibles pour I'administration pérosol (McLachlaet al, 2011).

Un essai clinique est actuellement en cours, ipdi€le UK cystic fibrosis gene therapy
consortium et financé par la Cystic Fibrosis Trust. premiére partie de I'essai clinique a
évalué l'innocuité a dose unique et la durée désgion chez les patients, puis une évaluation
a doses multiples contrélé par placebo (environ déients) permettra de déterminer si le
niveau de transfert de gene médié par GL67 etdétitéon du traitement (12 doses sur 12
mois) est suffisant pour améliorer les paramett@sqoes des patients (Griesenbach and
Alton, 2009). Cet essai clinique a débuté a l'am@2011 (Sinret al, 2011).

2.4 Vecteurs en cours de développement

Dans le cadre de la thérapie génique de la muddeise, seuls quatre vecteurs ont été
utilisés : les adénovirus, les AAV, les lipoplexes les polyplexes. Or il existe d’autres
vecteurs, encore au stade de développement quigbentr Etre employés dans le cadre de
cette thérapie génique (tableau 2).
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Tableau 2 : Comparaison des caractéristiques deeurs viraux développés pour la thérapie géniquere la

mucoviscidose (d'aprés Conesteal, 2011)

Efficacité et Efficacité en Efficacité en

Persistance de o . R Essais
. . ..., sécurité des modeéles modéles »
Vecteur Intégration 'expression  Immunogénicité . . . cliniqgues
o modéles cellulaires animaux .
in vivo ) (trangénecftr)
animaux (cftr) (tcftr)
Adénovirus non Non Elevée Oui Oui Oui Oui
Oui,
Adéno-associed virus épisomale et Oui Faible Oui Oui Oui Oui
génes intégré
. Non, ) . . .
Sendai virus . Non Elevée Oui Oui Oui Non
cytoplasmique
. . Non, Pathogéne .
Parainfluenza virus . Non connu . Non Oui Non Non
cytoplasmique humain
virus respiratoire Non, Pathogéne .
. . Non connu . Non Oui Non Non
syncytial cytoplasmique humain
Lentivirus Oui Oui Faible Oui Non Oui Non
SV40 Oui Oui Non Oui Oui Oui Non

2.4.1 Les rétrovirus

Les lentiviraux (LV) sont des vecteurs essentiedletn dérivés du virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) et dws de lI'immunodéficience féline
(VIF) qui, de part leur capacité d'intégration,fent des vecteurs susceptibles de réaliser la
transduction efficace des épithéliums pulmonair€opteni et al, 2004). En effet,
I'intégration d'une seule copie d'un transgéeneafiedrtiqgue en cellules progénitrices des voies
respiratoires ou de cellules souches permettraibtdhir une expression persistante sachant
que les cellules épithéliales des voies aériegfreant un index mitotique faible. Méme s’il
n'est actuellement pas défini si I'expression prgée en épithélium pulmonaire est le résultat
d'intégration du vecteur dans les cellules progéri& ou est due a la longue demi-vie des
cellules épithéliales des voies aériennes (jushii@ois)(Rawlins and Hogan, 2008).

Depuis le développement initial des vecteurs |ématix, des efforts considérables ont éte
consacrés a I'amélioration de I'efficacité de wacton, I'expression du transgene, la sécurité
lors de I'intégration, mais surtout la spécifiaités voies respiratoires de ces vecteurs. En effet
plusieurs stratégies de pseudotypage visent a modié tropisme par linsertion de
glycoprotéines d'enveloppe viral hétérologues cigpde cibler la membrane apicale des
voies respiratoires avec une efficacité importante.

Les essais portant sur les vecteurs dérivant ¢t pgleudotypés avec la glycoprotéine G de

I'enveloppe du Virus de la Stomatite Vésiculeus&\Y ont montré chez la souris invalidée
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(cf-) que la vectorisation du geroftr via un vecteur a permis une restoration partielle et
transitoire du transport des ions” @endant 110 jours (Limberist al, 2002). Ce méme
vecteur a été comparé avec le vecteur AAV dérivéAlds sur I'induction d’'une réponse
immunitaire. Le vecteur HIV/VSV-G n’a induit qu'un@anscription d'IFNy légere et
transitoire dans les cellules épithéliales tracgtsahlors que le vecteur AAV a fortement
activé le facteur nucléaire NF-kB et ainsi la taiion de différentes cytokines comme
ICAM-1, IL-8, RANTES, IP-10, TNFs, IL-6, IL-1B (Copreniet al, 2009). En revanche,
Limberiset al.ont rapporté que le transfert de gene avec urenegiseudotypé VIH /VSV-G

a conduit a l'activation de cellules T spécifiqubgz la souris avec une faible efficacité de
transfert de génda vivo (Limberiset al, 2010). Cependant, la transduction par les vesteu
VIH/VSV-G peut encore étre améliorée par des foatnohs dont la magnetofectine,
polyéthylénimine ou lysophosphatidylcholine (Stacke al, 2009; Castellanet al, 2010;
Orlando et al, 2010). Ces méthodes permettraient d’atteindféicheité de transduction
suffisante pour corriger le défaut de transportilorurein vivo.

D’autre glycoprotéines virales ont également éstéeavec succeés dans le poumon,
comme la glycoprotéine d’enveloppe du baculovirp84y(Kremeret al, 2007; Buckleyet
al., 2008; Sinnet al, 2008), la protéine d'enveloppe d'tétrovirus de mouton Jaagsiekte
(JSRV)(Sinnet al, 2005), méme la protéine d'enveloppe du tristensétébre virus Ebola
(Medinaet al, 2003) et dernierement ’lhémagglutinine-neuranasel (HN) et la protéine de
fusion (F) du Sendai virus (Mitonat al, 2010).

Sinn et al. (2008) ont montré I'expression stable et perdistdn 11 mois) d'un
transgene dans I'épithélium nasal murin apreés ymication uniquein vivo d'un vecteur
lentiviral dérivé du virus de l'immunodéficiencélihe (VIF) pseudotypé avec la GP64
(VIF/gp64). L'étude a aussi montré [l'efficacité tladministration répétée du vecteurs
puisqu’avec l'administration de sept doses (uneedpar semaine) ils ont observé des
augmentations dose-dépendante de I'expressionrdurgpporteur qui a persisté la durée de
I'expérience (80 semaines) sans le développememémnse immunitaire systémique ou
locale, d'anticorps neutralisants, ni restrictioa texpression du gene rapporteur ou
thérapeutique.

Buckley et al. (2008) ont comparé la transduction des vecteur/V8Y-G et le
VIH/gp64 dans les voies respiratoires du fcetus,nduveau-né ou d'une souris adulte.
L’administration fcetale intra-amniotique du VIH/gh& entrainé la transduction d'environ

14% des cellules épithéliales des voies aériennesmpris I'épithélium cilié et non ciliées a
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la fois de la partie supérieure, intermédiairenédrieur du poumon, avec transduction nasale
ou alvéolaires négligeable. L’administration néal@en intranasale du vecteur a entrainé la
transduction de I'ensemble de I'épithélium des v@iériennes d’environ 11%, mais avec une
transduction préférentielle dans le poumon distalsubstantielle dans les alvéoles. Cette
expression était toujours détectable & 1 an apagplication. Chez la souris adulte, la
majorité de la transduction a été limitée aux dr®0oEn revanche, le vecteur VIH/VSV-G
n'a transduit que les alvéoles néonatales et alulecune transduction dans le foetus murin
n'a été observée apres I'administration intra-atique. La répétition de l'administration n'a
pas augmenté les niveaux de la transduction deéH&um des voies aériennes. Ces données
montrent que l'utilisation de vecteurs pseudotypdbl/gp64, aux premiers stades de
développement, est possible et efficace, et peumeiexpression de haut niveau du transgéne

dans les poumons de souris.

Mitomo et al. (2010) décrit un vecteur dérivé du virus de linmodéficience
simienne (SIV) pseudotypé avec I'hémagglutinineraa@inidase et la protéine de fusion du
virus de Sendai (SeV). Ce vecteur a montré quélt etapable de transduiré vivo, les
cellules épithéliales nasales murine pendant tlautkurée de I'expérience (8-12 mois), mais
aussi un épithélium différencié des voies respir@schumaines avec une expression du gene
rapporteur a pu étre détecté pendant au moinsuzé gpres la transduction. Mais surtout, le
transfert de génes ne nécessite pas de pré-comdtitent avec des dispositifs d'ouverture
des jonctions serrées ou d’'agents physiques qui souvent nécessaires avec d'autres

vecteurs viraux.

4.2.2 les virus para influenza (PIV)

Les membres de la famille des paramyxovirus a $ropi respiratoire connus sont
actuellement explorées comme vecteur pour le ing@ite de la mucoviscidose a l'aide
systemes de génétique inverse. Kwéaal. a recemment démontré qu’un vecteur basé sur le
virus respiratoire syncytial (VRS) pourrait délivie cftr et corriger les défauts de transport
de chlore dans les cultures primaires de I'épith&ldes voies aérienne$ (Kwilas et al,
2010). D’'un autre c6té, I'équipe de Pickels a déppé un vecteur dérivé du virus humain
parainfluenza de type 3 (PIV3) capable de corrigar nombre suffisant de cellules

épithéliales humaines- afin de restorer la fonction bioélectrique deutes a des niveaux
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normaux (Zhang et al., 2009). De plus, le trangdergenes a été efficasevivo sur modele
macaque rhésus puisque la traduction du transgeamie détectée a la fois dans des
compartiments de la muqueuse et de la séreuseen@ah que I'expression ft transitoire,
d'une durée maximale de 10 jours, aucunes réadtidasirables ou des signes de malaise ont
été notés, et seulement une légere augmentatiositbime de cytokines inflammatoires ont
été mesurées au pic de réplication virale (Zhetreg., 2010).

Le virus de Sendai est un virus a ARN simple kgin,transduit trés efficacement les
cellules épithéliales respiratoir@s situ chez la souris et le furet (Rakonczetyal, 2008).
Néanmoins, le virus Sendai induit une forte répomeenunitaire aprés sa premiere
administration, qui atténue notablement la secdralesduction de I'épithélium respiratoire
(Ferrariet al, 2007). Jusqu’a présent, toutes les tentatives moulre les modeles animaux
tolérants vis-a-vis des antigénes du virus recoartiiont échoué. L’administration du vecteur
SeV<ftr dans I'épithélium nasal des souwtsa partiellement corrigé le transport chlore, mais
avec un haut degré de l'inflammation (Feredral, 2007). Cependant I'expression des genes,
médiée par le SeV recombinant baseé sur les veatstitsansitoire et 'administration répétée
ne semble pas réalisable en raison du développedinticorps neutralisants contre les
vecteurs (Ferraet al, 2004; Griesenbacét al, 2006).

4.2.3 Les polyomavirus, exemple du SV40.

Comme alternative aux vecteurs de thérapie gén@ueléveloppement a ce jour,
Mueller et al. ont examiné la faisabilité de I'utilisation d’'uecteur recombinant dérivé du
SV40 (rSV40s), qui peuvent contourner certains alestacles rencontrés pour accueillir le
long ADNCc ducftr. Le rSV40s ont montré qu’ils étaient capable dagsider cet ADNc mais
aussi d'exprimer une protéine CFTR fonctionnelle.effet, ces résultaia vitro montre que
rSV40-<cftr a été capable d’'induire I'expression de la pret€iRTR en cellules pancréatiques
humaines A508-<ftr), avec une localisation & la membrane plasmiqtieassocié a une
restoration de la fonction du canal dans les @=luDe mémaen vivo, l'instillation du vecteur
rSV40-<cftr dans les poumons de souris KO pour la protéineRCETentrainé une réduction
de la pathologie intra-trachéale associée a Pgeersa. En effet, les souris traitées avec le
rSV40-<ftr avaient moins de perte de poids par rapport auxisséémoins ainsi qu'une
inflammation pulmonaire réduite visualisée par dimjie et la réduction des cytokines

inflammatoires dans le lavage broncho-alvéolaioedaisant a une diminution évidente dans
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I'afflux de neutrophiles dans les voies aériengss résultats indiquent que I'application de
rSV40<cftr peut faire I'objet d’'une étude plus approfondienslde cadre d'une thérapie
génique contre la mucoviscidose (Muekemal, 2010).

En effet, les Polymavirus et Papillomavirus ont tnérune capacité a transduire
différents types de lignées cellulaires. Ces vestaont des virus artificiels, des pseudo-
particules virales (VLPs), dépourvus de genes xiramais capables de vehiculer dans la
cellule le géne d'intérét. Les travaux développéspmur but d’améliorer ces vecteurs en les
rendant plus efficaces dans les différents domainasne la vaccination, la thérapie génique

ou encore thérapie anticancéreuse.
L’amélioration du ciblage des vecteurs de genes [@sucellules épithéliales des voies

respiratoires humaines peut aider a surmonter legoede spécificité actuel des vecteurs qui

est 'un des problémes majeurs des nouvelles tle&rgggniques.
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Partie 3 : Modification du tropisme des

vecteurs de transfert de gene

Plusieurs axes de recherche ont été explorés afugchenter ou modifier le tropisme
des vecteurs pour les voies aériennes. Différegtieurs chiméres ont ainsi été suggérés : par
l'incorporation de séquences virales connues panfécer une spécificité du ciblage,
I'insertion d’'un motif connu ou d’'une séquence &é&a choisie pour conférer un ciblage

pulmonaire (natural small molécule ligands).

1. Incorporation de motifs de ciblage

La fusion de différents sérotypes d’'un méme viras :( AAV2/9, AAV2/5) ou
I'incorporation de glycoprotéines d’autres typesauk (ex :HIV-SVS-G, SIV-SeV, SIV-
gp64) a permis une augmentation du ciblage et/@udiminution de la réponse immunitaire

liée au vecteur (cf partie 2 : Thérapie génique).

1.1 Insertion d’un motif connu

Le couplage de vecteur a de petites moléculesdigy@eut aussi optimiser le ciblage
des vecteurs. Pour exemple, 'UTP a été couplé |mison biotine-steptactine a
'adénovirus 5. Celui-ci étant un agoniste du réeep purinergique P2Y abondamment
exprimé sur I'épithélium pulmonaire, il a permiattachement, 'internalisation du vecteur et
le transfert de gene en lignées résistantes a&ctiidn par Adénovirus (A9 et MDCK) ainsi
gu’en cellules différenciées d’épithélium pulmoealrumain (Kredaet al, 2000). Par une
autre technique, le motif RGD, reconnu par I'al@gheatégrine et présent sur le coxsakie A9
ou la VP1 du parechovirus humain 1, a été fusi@ma@l-terminale a la gp64 du baculovirus.
Ce baculovirus muté a montré une efficacité desttaation 3 fois plus importante en cellules

de carcinome pulmonaire humain A549 (Matilair¢ml, 2006).
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1.2 Insertion d’'une séquence aléatoire

D’autres études ont montré que la mutation de a@eslgacides aminés pouvait
ameéliorer ou changer le tropisme de certains vestéinsi dans une autre problématique,
Muller et al, ont congu une bibliotheque de AAV-2 mutants &ffict un peptide aléatoire de
7 acides aminés dans le domaine de la protéineagside VP requis pour la liaison de
I'AAV-2 sur son récepteur naturel, I'néparane self€ertains de ces motifs peptidiques ont
permis le reciblage spécifique de ces AAV-2 mutgmisir les cellules endothéliales de
coronaire (Mulleret al, 2003).

De la méme fagon, Whitet al, ont développé et caractérisé des mutants duwecte
AAV-2 par modification génétique de la capside.dffet, des ligands peptidiques putatifs de
haute affinité pour I'épithélium des voies respigs humaines ont été génétiguement
incorporés dans la région de la boucle GH de I&pre de capside de 'AAV-2. Les vecteurs
ont été testés sur des cellules non pulmonaires @i sur des cellules épithéliales polarisées
et non polarisées des voies respiratoires humaibes. des vecteurs mutants, avec la
séquence peptidique THALWHT, a montré, non seulé¢mantransduction la plus élevée
dans les cellules indifférenciées des voies respies €épithéliales humaines, mais a
également indiqué une transduction significative celules polarisées. Ce vecteur mutant a
eégalement été en mesure d'infecter les cellulesperndamment de son récepteur originel, le
protéoglycane a héparane sulfate. L'incorporatience ligand sur les sérotypes d’autres
AAV, qui ont montré une meilleure efficacité denséert de géne dans I'épithélium des voies
respiratoires humaines, peut améliorer l'applicatde vecteurs AAV dans les thérapie

génique pulmonaire (Whitet al, 2008).

L’enjeu de ces derniéres années est d'identifianalerelles séquences de ciblage afin
d’augmenter ou modifier le tropisme des vecteuréexistants les rendant ainsi plus
spécifiques de leurs cellules cibles.

2. ldentification de motifs de ciblage pulmonaire

Pour identifier de nouveaux motifs de ciblage, gaesoit un récepteur cellulaire ou

I'épitope d’'un anticorps, plusieurs techniques pettemt de mettre en évidence de nouvelles
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interactions protéine-protéine ont été élaboréemnte le « bactérial display », le « yeast
display » ou le « phage display ». La stratégieeke 3 techniques de biotechnologie dites «
de présentation » (display) est de présenter ungqueade peptides aléatoires a la surface de
levure (yeast display), de bactérie (bactérialldigpou de bactériophage (phage display).

Afin d’identifier un nouveau ligand cellulaire pole ciblage pulmonaire, la technique

du phage display a été la plus largement utilisée.

2.1 Principe du phage display

Le principe de la méthode repose sur la présentdtgpeptides a la surface de phages
filamenteux, permettent de sélectionnervitro des séquences nucléotidiques parmi une
banque de grande taille (18 132 clones distincts). Les phages filamenteux sofisési pour
présenter a leur surface des molécules telles gsepeptides aléatoires, des fragments
d'anticorps (Fab, Fv, ou scFv single chain Fv) @utdes protéines. Lors d’'un crible, chaque
clone de cette banque de séquences nucléotidiguésmeuit en polypeptide et présenté a la
surface d’'un vecteur qui contient la séquence wtidigue correspondante. Les phages
recombinants sont ensuite sélectionnés pour lepaoci# de liaison a une cible. Ainsi, le
polypetide présenté peut étre sélectionné ou éirairs du crible (par exemple en fonction de
son affinité de liaison pour une cible d'intéré),la séquence nucléotidique correspondante
est co-sélectionnée (ou co-éliminée).

Les banques de peptides exposeés sur phage petrgestgectionnées sur différentes
cibles pour caractériser rapidement de nouveautopgs, récepteurs pour identifier de

nouveaux ligands, ou enzymes pour caractériseodeeaux substrats.

2.1.1 Morphologie du Bactériophage

Le phage M13 est un bactériophage filamenteuxaitébie E. coli trés bien connu.
Son génome consiste en un simple brin d’ADN ciricellde 6,4 kilobases compacté dans un
cylindre flexible. Ce cylindre est constitué de @#pies de la protéine majeure de capside
gu’est pVIIl. La taille du cylindre est proportioglie a la taille de 'ADN. Par ailleurs, une
des extrémités de la particule phagique se comg®$&ecopies de la protéine pVIl et 5 copies

de la protéine plIX. Elles constituent, associéesiguoal d’encapsidatio(Packaging signa|
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la premiere partie du virion & assembler. La deugi&xtrémité est composée de 5 copies de
la protéine pVI et de 5 copies de la protéine (Hlgure : Structure du phage M13).

« Dplil

<« pviil

! Aritd A ! VIl et pIX i ;
; Extrémité distale i P I Packaging Signal
! \Ill

Figure 8 : Structure du phage M13.

La protéine la plus utilisée pourRhage Displayest plll. Elle est présente en 5 copies a l'une
des extrémités du phage. Elle est nécessaire @&rétmation du virus ainsi que pour la
formation des virions. La protéine plll est composie trois domaines : N1, N2 et CT (C-
terminal), séparés par des régions riches en gydias domaines N1 et N2 sont impliqués
dans l'adsorption/pénétration du phage dans laébactLa délétion d’'un des domaines
aboutit & des particules non infectieuses. Le doen&@T est nécessaire a la formation de
particules virales stables. Par conséquent, sdisatibn dans la protéine de fusion est
complétée par la protéine sauvage. Cette derniermgi aussi le repliement correct des

protéines recombinantes. La protéine majeure dedapVIIl peut également étre utilisée.

2.1.2 Présentation et sélection des maotifs

Les banques de peptides sont engendrées par cldizdigenucléotides aléatoires en 5'
des geénes les protéines plll ou pVIll d'un phadenfenteux. La longueur des peptides
fusionnés avec plll ne semble pas perturber la hwogie du phage. En revanche, la
longueur des peptides fusionnés avec les protindi$ goit étre limitée a environ 8 acides
aminés afin d'éviter les phénoménes d'encombresténjue di au nombre important de

protéines pVIll en surface. Aprés de nombreux lagatps phages fixés sont élués puis isolés
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et amplifiés par infection de bactéries. Les phagaplifiés sont sélectionnés a nouveau sur
la méme cible. Aprés 3 ou 4 tours de sélection-dirgtion, les phages sélectionnés sont

analyseés et testés pour 'activité recherchée.

Les banques dites contraintes présentent les psmidatoires dans une conformation
qui accepte peu de degrés de liberté. Les peppidegent étre cycliques (leur séquence est
flanquée de deux cystéines formant un pont dise)fusu abrités dans des structures fixes
d'autres protéines. Une étude systématique du megeesentation semble indiquer que les
peptides contraints présentent souvent des affigtédes spécificités de liaison supérieures

aux peptides linéaires et sont plus informatifslssisites de liaison.

m Banque contituée de phages
V. présentant chacun un motif
aléatoire, est mis en contact
avec une cible.
| .
'iEi'
Les phages élués i M
sont amplifiés et
le procédé est Les phages non fixés sont
répété 3 fois éliminés
= lw
000000
l’ Les phages spécifiques de la
2" EYEAEA cible sont élués a pH faible
+
k.

\ Aprés 3 cribles les clones

sont isolés et séquencés

Figure 9: Technique de sélection &hage Display L'obtention de ligands spécifiques a partir degées
répertoires exprimés a la surface de phages, ntrgdasieurs tours de sélection et d’amplificatidres
sélections s'effectuent souvent & l'aide d'une molé d'intérét purifiée, ou a partir de lignéesldaires
choisies, et sont typiqguement composées des &apesites :

- L’adsorption représente I'étape de fixation desgaisasur la cible ;

- Les lavages permettent d’éliminer les phages néniigues ;

- L’élution au cours de laquelle les phages fixéd sécupérés, et enfin ;
L'infection d’Escherichia colipar les phages élués qui permet ensuite d’amplidiepopulation de phages
sélectionnés
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2.2 Nouveaux motifs de ciblage pulmonaire identifs

Plusieurs auteurs ont décrit des motifs spécifigiesscellules des voies aériennes qui
ont permis une augmentation de leur transducti@mmP ces différents ligands, trois ont
retenu notre attention : RFDSLKYV, THALWHT et GHPR@MVY (tableau 3).

Tableau 3 : Motifs décrits dans la littérature poomférer un ciblage pulmonaire.

Séquence protéique ) ~ Technique de
) . Fréquence du motif o Cellules Auteurs
identifiée phage utilisée

Phage construit
RFDSLKV 6/24 ~ CFT-2 (Vaysset al, 2000)
par le laboratoire

16HBel4o0-

THALWHT 3/20 Ph-7 (Jostet al, 2001)
/HTEoO-

GHPRQMSHVY Séquence consensus Ph-10 CFKM4 (Gatlah 2004)

Les vecteurs synthétiques de transfert de genegseptétre optimisés en combinant
liaison a I'ADN des peptides, des ligands de rézeptde surface des cellules, et les peptides
de localisation nucléaire et fusogenes. Dans déttearche, Vaysset al. ont sélectionné des
ligands de la lignée de cellules épithéliales téatds CFT-2 par la technique de phage
display. Les peptides hébergés par deux phagesténsélectionnés pour des études de
transfection: peptide 7 (GRGDGDV) qui contenaitR&D motif intégrine de liaison, et le
peptide 9 (RFDSLKV) qui a été trouvé dans six ddsphages analysés. Deux peptides,
fusionnés avec la liaison a I'ADN peptide P2 (SPRRBSPKR), renforcée efficacité de la
transfection dans des lignées cellulaires FT-2,INTHH-3T3 et ECV-304. Cependant seul le
peptide 9 est le plus spécifiqgue car aucune augtientde transfection n’a été en ECV-304
qui sont des cellules endothéliale de veine ondddiblumaine (Vayssat al, 2000).

En effet, le motif THALWHT a été découvert par ¢aifpe d’une banque de phage
display sur une lignée de cellules épithélialedrdehée (HTEO-) et une lignée de cellules
épithéliales pulmonaires (16HBel4o0-). L'étude dstd al. a confirmé que les phages
présentant le motif THALWHT se lient beaucoup plagement sur les cellules des voies
respiratoires épithéliales humaines que les phpgesentant un peptide contrdle. De plus,
aucune liaison aussi importante n’a été observédesilignées d’origine cervicale ou reinale

suggérant une liaison sélective du motif THALWHTuptes épithéliums des voies aériennes.
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Visualisé par microscopie confocale, la transfectitagent contenant le peptide THALWHT
a indiqué que sa fixation aux cellules est suivilirdernalisation par endocytose spécifique.
Un peptide de syntheése comprenant un domaine oclGTHALWHTC et une liaison a
I'ADN groupement a permis une transfection efficdaas des cellules épithéliales des voies
aériennes humaines. Des essais de compétitioneapeptide THALWHT libre a confirmé la
spécificité de la transduction. Ainsi, le motif THA/HT peut s'avérer une fraction utile de

ciblage pour a la fois non-virale et vecteurs wrde thérapie génique (Jadtal, 2001).

La sélection d’'un nouveau ligand par phage dis@ay les cellules glandulaires
trachéalecf- (CF-KM4) ont permis d'identifier un seul vecteyrprtant le décapeptide
GHPRQMSHVY. Ce vecteur a montré une transductions pimportantes des cellules
CF-KM4 par rapport au vecteur témoin de méme longueamélioration de I'efficacité de
transfert de gene n'est pas spécifique a CF-KMWiles] mais a été observé dans d'autres
lignées cellulaires de mammiféres testés. Ce ligdewtifié sur les cellules CF-KM4 confere,
tout de méme, au vecteur adénoviral de type 5 (Adi efficacité de tranfert dans les

cellules des voies respiratoires de patients astei® mucoviscidose (Gadenal, 2004).

52



Partie 3 : les papillomavirus

Autrefois, les Polyomavirus et les Papillomavirdaiént regroupés en une famille
unique nommeédapovaviridae Papova a été un sigle construit avec la prensigitabe du
nom des premiers membres de cet ensemble : virsispdpillomes (verrues), virus du
polyome de la souris (d( au polymorphisme extréméadnaladie justifiant la dénomination
de polyomavirus) et agent vacuolant (ancienne mémation du virus simien 40 ou SV 40).

lIs ont été séparés depuis une dizaine d’annéedleer familles distinctes, les
Polyomaviridae et Papillomaviridae. Ce sont detgetirus nus, a ADN, possédant une
capside icosaédriqgue de symétrie T=7, formée decd@someres. L'’ADN viral des
polyomavirus et des papillomavirus est bicaténaimeulaire, super-enroulé, combiné a des
histones cellulaires, et est souvent comparé a inicimomosome. Leur structure differe de
par le diamétre de la particule virale et la taillegénome : 45 nm et 3,5 x®1daltons pour
les polyomavirus, 55 nm et 5 x1@altons pour les papillomavirus.

1. La famille des Papillomaviridae

Chez 'Homme ou l'animal, les papillomavirus peuvesiuser des lésions liées a la
prolifération cellulaire, qui vont de la verrue cmmne au cancer du col de l'utérus.
Actuellement, environ 200 types de papillomavirépartis en 29 genres sur la base de
I'analyse de leur génome. lls sont classés en geespeces et génotypes, en fonction du
degré d’homologie du génome entre ces types : wrs\gonstitue un nouveau génotype
lorsque la séquence de la protéine majeure dedmpdi présente une identité inférieure a
90% avec I'ADN des autres papillomavirus. Les vigus présentent entre 90% et 98%
d’homologie et un profil de restriction différenti gpapillomavirus de référence sont définis
comme des sous-types et les isolats présentantdell®3% d’homologie représentent des
variants (de Villierset al, 2004) Cent vingt types ont été isolés chez 'H@nB¥ chez les

mammiféres, 3 chez les oiseaux et 2 chez lesesgflernard et al., 2010) (Figure 10).
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Les différents génotypes humains (HPV pour papileirus humain) sont partagés
entre ceux affectant les muqueuses et ceux touthaeau (Van Rangt al, 1992; Bernard
et al, 1994; Birleyet al, 1995; Charet al, 1995). Les papillomavirus responsables de Iésions
muqueuses chez 'Homme sont regroupés dans le desralpha-papillomavirus, puis classés
selon le type de pathologie associée. Les lésiéngybes régressant spontanément, tels que
les condylomes, sont dles aux papillomavirus dits thas risque » (BR), comme les types 6

et 11, regroupés dans I'espece des alpha-10. &m#qgmavirus dit a « haut risque » (HR)

rassemblent les génotypes pouvant étre associés aamcers. L'HPV-16 et HPV-18 sont

hY

responsables a eux seuls plus de 70% des cancecsldie l'utérus, et appartiennent,

respectivement, aux espéces alpha-9 et alpha-7.
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Figure 10 : Arbre phylogénétique de 118 types gllpanavirus construit par I'analyse de séquencatigles

du géne L1 (Bernaret al, 2010).

Les 15 génotypes HR les plus fréquemment retrolwmés du développement des

cancers du col de l'utérus sont par ordre d'impuarégaau niveau mondial : les types 16, 18,
45, 31,33, 52, 58, 35, 59, 39, 56, 51, 73, 66 €Mdiozet al, 1994).
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La découverte du lien de causalité entre papillornawet cancer du col de l'utérus a
valu au Pr. H. zur Hausen le prix Nobel de Phygjigl@t Médecine 2008. L’ADN d’'HPV est
retrouvé dans 100% des cancers du col de I'ut®0% des cancers de l'anus, 40% des
cancers du pénis et de la vulve, mais aussi 12%adeer de I'oropharynx et 3% des cancers
de la bouche (Parkin and Bray, 2006).

Avres cumewrs | 2
X I

0 0 40 &0 80 100

Figure 11 : Proportion de cas de cancer du coludérus attribués aux types d’'HPV les plus fréquetapres
Munozet al, 2004)

Chaque génotype parait donc associé préférentiefied une certaine catégorie de
tumeur : ainsi le 'HPV-1 et les verrues plantairésiPV-2 et les verrues vulgaires ; 'HPV-3
et les verrues planes ; 'HPV-4 et les verrues pakes ; les HPV-6 et 11 et les condylomes
ano-génitaux sans potentiel cancéreux ou les cormbg laryngés ; les HPV-16, 18, 31 et les

|ésions dysplasiques précancéreuses du col utérin.

2. Génome des Papillomavirus

Les papillomavirus ont un génome constitué d’'unéémde d’ADN circulaire double
brin et super-enroulée de 8 kpb associés a desnbist La comparaison des séquences
nucléotidiques des papillomavirus dans les difflaenespéces a révélé une organisation
génomique commune. Les phases ouvertes de le€@RE)(sont situées sur un seul brin de
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I'ADN viral (Chenet al, 1982). Le génome des papillomavirus présente Q#o@llant de 41
a 49% correspondant a 12% de la masse du viriowdFd al, 1975) et comporte trois
régions (Figure 11) :

(i) La région précoce, appelée E pour early, repres50% du génome et code des
protéines qui sont impliquées dans la réplicatie’ADN viral (E1 et E2), la régulation de
I'expression des genes viraux (E2) et des oncoimegémpliquées dans la transformation
cellulaire (E5, E6 et E7).

(ii) La region tardive, appelée L pour late, co€lg protéines structurales L1 et L2, qui
sont respectivement la protéine majeure et mineemapside.

(i) La troisieme région, non codante, appelée L@Bur Long Control Region
représente 7 a 11% du génome. Cette LCR contiemnigihe de réplication (ori), les
promoteurs des genes précoces (p97 pour 'HPV @5 pour HPV 18) et des séquences
activatrices ou inhibitrices régulées par des fastel'origine cellulaire et virale en amont du
promoteur (Cheet al, 1982). Ces éléments de régulation présentenspificité de cellule

ou de tissu, contribuant ainsi au tropisme desllpapavirus.

E2

¢ Recrute E1 a l'origine de réplication

ES

* Module la croissance
* Régule la transcription de E6 et E7

p— =

L2 e ¢ Interaction avec les filaments intermédiaires de cytokératine

cellulaire

. . « Action sur le cycle cellulaire
eProtéine mineure de

capside

E1

*Recrutement de polymérases cellulaires

*Initie la réplication ADN

L1

eProtéine majeure de capside

«Utilisé pour la
vaccination HPV

*Inactivation de la pRB

E6
LCR «Dégradation de la p53

Figure 12 : Représentation schématique du génos&lB¥. Organisation du génome de I'HPV 16 et fani
des protéines codées par les différents ORFs. [Hdison a l'origine de réplication et activité tedse. E2 :
Régulateur transcriptionnel négatif de I'expressitm protéines. E4 : Rbéle dans la libération du svidans
I'environnement, dans la réplication et 'assemblag5 : Oncogéne (activation des facteurs de @oss et
diminution de I'expression du CMH I). E6 : Oncogédactive p53 et active la télomérase). E7 : Ogomg
(inactive pRb et active la télomérase). E8 : Absknta majorité des papillomavirus, pas de protéimeuite. L1
: Protéine majeure de capside. L2 : Protéine mendercapside
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3. Cycle viral

La réplication de ces virus, non cultivaisevitro, ne prend place que dans les cellules
épithéliales (figure 13) et sont dits épithéliogep Initialement, par une breche dans le
revétement cutané ou muqueux, le virus infectek@atinocytes basaux qui vont proliférer
sous l'action des protéines précoces 6 et 7 (¥ eE pour « early »), en se multipliant. Ces
protéines oncogenes se lient et inhibent les &ési\anti-oncogenes et pro-apoptotiques de la
protéine p53 pour E6 et de la protéine Rb pourlLleE7génome va alors se multiplier dans ces
cellules qui vont poursuivre leur différenciatidelle-ci permettra I'expression des protéines
tardive de structure et ainsi la production de ipalgs virales intra nucléaires. La
desquamation de ces kératinocytes infectés assaradidsémination du virus dans
I'environnement. Lors d’infection par des papilloritas de type HR, une forte production
d’E6 et E7 vont conduire a la dégradation des @mtbgene, induire une forte prolifération
cellulaire, a laquelle peut avoir lieu I'intégratidu génome viral : cette intégration conduit a
une expression exacerbée des oncoprotéines E6 et dohc a I'induction d’'une dysplasie.
Ces lésions sont représentées parcantinuumd’anomalies morphologiques de gravité
croissante (bas grade a haut grade) qui peuverdgiesser spontanément ou d’évoluer vers

un carcinome invasif.

Cytologie | LSI | HSIL |
Histologie | CIN 1 | CIN 2 | CIN 3 |
| I Dysplasic T Dysplasic T Dysplasie | Cancer I Cancer 1

Normal el et ria : : e
légére modérde sévere in situ invasif

infection HPV Pas de production -
Production virale virale & & »

Expression E6 et E7 & o
élevee @ :O
Intégration >

Figure 13 :Représentation schématique des différents gradEsides histologiques du col de I'utérus (d’aprés
Lowy and Schiller, 2006). Principales étapes dueye 'HPV dans I'épithélium pavimenteux. L'ar@uture
de I'épithélium stratifiée malpighien du col dedhus et I'expression de des différentes protéuredes durant
l'infection. Les protéines virales sont exprimésrdaniére séquentielle et avec la différenciatiogs kirions

matures ne sont produits que dans la plus supsghéicdes couches de I'épithélium.
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Les modifications de ['épithélium malpighien soméassées en trois grades selon
I'importance des modifications histologiques etl'detension des lésions. La dénomination
actuelle : CIN (cervical intraépithélial neoplastamporte les parallélismes suivants avec les
dysplasies et carcinomes in-situ : Le CIN | coroggpa l'ancienne dénomination de dysplasie
légere (de bas grade) ou la hauteur de prolifératie dépasse pas le tiers inférieur de
I'épithélium. Le CIN Il correspond a la dysplasieyenne (de grade moyen), cette hauteur est
comprise entre le tiers inférieur et les deux tieférieurs de I'épithélium. Puis le CIN I
correspond a la dysplasie sévere ou au carcinansgu (de haut grade) ou cette hauteur

dépasse les deux tiers de I'épithélium (figure 13).

4. Mécanisme d’entrée des papillomavirus

4.1 Attachement du virus a la cellule

Les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) énidéntifiés comme récepteurs
primaires d’attachement aux cellules pour les HE\Myges 11, 16, 18, 31, 33, 39, 45, 58, 59
et 68 (Joyceet al, 1999; Giroglouet al, 2001). Les HSPG sont retrouvés dans la matrice
extra-cellulaire de la plupart des cellules. llstsnpligués dans de nombreuses fonctions
biologiques et sont donc, de part leur localisasanla cellule, des récepteurs de choix pour
les virus (Bernfieldet al, 1999; Shafti-Keramagt al, 2003). Les HSPG sont composés
d’oligosaccharides organisés par une alternanaatdsidisaccharidiques d’acide uronique et
de glucosamine qui peuvent étre sulfatés ou acéyldivers degrés. Parmi ces différentes
formes, la forme O-sulfatée est suffisante poutdzhement de la capside du papillomavirus
a la cellule (Selinkat al, 2003). Cependant, d’autres candidats récepteurgté proposes
pour les HPV. En effet, les virions d’'HPV 11 ont mh@ une grande affinité pour la
laminine 5 en plus de celle pour les HSPG indiquantdle possible de la laminine 5 dans
I'attachement a la matrice extracellulaire. Cepandiees HPV de types 16 et 18 semblent
utiliser préférentiellement les HSPG lors de lelftament a la cellule, indiquant que
I'interaction avec la laminine 5, bien que d'afftisupérieure a celles des HSPG, est de
moindre importance dans la progression de l'inéecti(Culp, Budgeon, and Christensen,
2006; Culp, Budgeon, Marinkovichkt al, 2006; Selinkat al, 2007; Sapp and Day, 2009).

L’ensemble de ces résultats suggére I'existencen ddecond récepteur ou d'un
corécepteur lors de l'attachement de la capside éellule. Dans ce modele, les HSPG ne

représentent qu’'un simple site d’encrage de fadlplécificité induisant un changement de
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conformation de la capside (Selin&iaal, 2007). Cette hypothese est supportée par |gdait

les HSPG a eux seuls ne permettent pas l'inteatadis des virions (Dagt al, 2008). Un
second candidat récepteur est6l’ intégrine qui est impliquée dans les interactions
cellules/cellules. Les protéoglycanes et les int&grsont fortement associés aux composants
de la matrice extracellulaire. Cependant, le r@plécgique des intégrines est trés difficile a
mettre en évidence du fait de leurs étroites ioteras avec les HSPG (Evandgral, 1997).

Clivageparla

< Récepteur
furine P

secondaire

.|‘ ; ; e @E]\ Cellules

épithéliales

épithélium stratifié [
pavimenteux {

Membrane _ &J O_] .
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Figure 14 : Modele d’attachement des HPV a la tellues capsides interagissent avec les héparaifates au
niveau de la membrane basale. Cette interactiort d@erécepteur primaire induit un changement de
conformation de la capside qui permet de rendressilgle le site de clivage par la furine situé darsartie N-
terminale de la protéine L2 (1). Ce changementaddormation induit également une baisse d’affipitdir les
héparanes sulfates. Le clivage par la furine peiltegposition du peptide 17-36 au niveau de la memb
basale (2). Suite au changement de conformaticzgpaide peut se lier a un récepteur secondainivaau des
cellules épithéliales. Ce transfert d’'affinité ssop par roulement de la capside vers les cellidda dnembrane
pendant le processus de cicatrisation (d’apresd&nal, 2009).

=
=
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De nombreuses études suggerent que la protéineurairde capside L2 facilite
I'infection en interagissant avec un récepteur sdaoe (Kawanat al, 2001; Roderet al,
2001; Yang, Dayet al, 2003; Yang, Yutzyet al, 2003). L’attachement de la protéine de
capside L1 a un récepteur primaire de la celluduiinun changement de conformation
rendant ainsi accessible une région spécifigueagedtéine L2. Cette région comprenant un
domaine de clivage par la furine, hautement comserkiez les différents types de
papillomavirus, de type RXR dans les 12 premiergle@a# partie N-terminale interagit avec
une molécule de la surface cellulaire a I'entrég gons (Dayet al, 2008). Ce changement
de conformation, strictement nécessaire, induitdimenution de l'affinité de la capside pour
les HSPG. Un nouveau changement de conformatiqggesoalors, libérant ainsi le site de
fixation, et plus particulierement la séquence @7i@entifiée comme neutralisante, a un

récepteur secondaire (Kinesal, 2009) (Figure 14).
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4.2 Internalisation des papillomavirus.

Les études menées sur les virus nus a ADN montreatl'entrée dans la cellule
s’effectue par un ou plusieurs mécanismes telsI'guneocytose meédiée par des vésicules
hérissées a clathrine, ou par des vésicules lssevéole, représentant une sous-population
d’invaginations de la membrane plasmique non reedavet riches en cholestérol et en
sphingomyéline. L'entrée des papillomavirus nétessie internalisation par endocytose qui,
pour la plupart des virus, se fait en quelques eBapres l'attachement au récepteur
primaire. Néanmoins, I'internalisation des papilborimus s’effectue beaucoup plus lentement
et peut s’effectuer 2 a 4h apres I'attachementéaepteur primaire (Culp and Christensen,
2004). La raison reste inconnue, cependant lirndoctd’'une cinétique lente aprés
I'interaction de virus avec les syndécanes a gwértée pour d’autres virus (Williams and
Fuki, 1997). De plus, le changement de conformadiera capside ou le transfert d’affinité
vers un second récepteur sont des possibilitésgmbexpliquer la lenteur de I'internalisation
des papillomavirus.

L’étude des différentes voies d’endocytose a édfisee en utilisant des inhibiteurs
chimiques ou des mutants dominants négatifs detipest impliquées dans ces voies. Ainsi,
pour le BPV 1, aprés analyse microscopique etsatibbn d’inhibiteurs des voies d’entrées
connues, il a été montré que I'endocytose descpdet virales est réalisée par une voie
clathrine-dépendante (Selinkaal, 2002; Dayet al, 2003). Des études portant sur 'HPV-31
ont montré que lutilisation de drogues inhibant ‘aie d’entrée cavéole-dépendante
empéchait I'internalisation du virus dans les deBuCOS-7 et dans des kératinocytes,
indiguant un mécanisme d’entrée cavéole-dépendiBmis@arghinet al, 2003; Smithet al,
2008). Le traitement des cellules avec la chlor@zine, inhibiteur chimique des voies
clathrine-dépendantes, préviendrait I'infection s PsV de I'HPV-31 (Hindmarsh and
Laimins, 2007). Cependant, cette étude est réatisdafectant des cellules COS-7 et 293TT
et non sur les cellules HaCaT, lignées de celldeegératinocyes mimant les cellules cibles
d’'une infection par HPV. De plus, elle ne compgées I'utilisation d’inhibiteurs des voies
cavéoles-indépendantes, empéchant ainsi toute carspa. Bien que I'HPV-16 soit
phylogénétiquement proche de 'HPV-31, son entsédiequée par des inhibiteurs de la voie
d’entocytose clathrine-dépendante dans les cellgl@$-7 (Bousarghiret al, 2003). Ces
résultats ont été confirmés dans des lignées tidexEpithéliales et de kératinocytes ([2ay
al., 2003; Smittret al, 2007).
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L’'HPV-31 semble interagir avec les HSPG de la mé&agen que 'HPV-16 lors des
études d’infectionin vitro. Ainsi, la différenciation dans la voie d’endocsgoutilisée peut
provenir de l'utilisation d’un co-récepteur diffétede celui de I'HPV-16.

Plus récemment, des études portant sur des PsSHR¥-IL6 suggerent que 'HPV-16
utilise une voie d’entrée clathrine et cavéole pat@ante en cellules HelLa et 293TT (Spoden
et al, 2008). Les résultats ont montré que I'utilisatie SiRNA régulant négativement la
formation des chaines lourdes de la cavéoline-dedt clathrine n’affectait pas I'entrée et
l'infectiosité des PsV. De plus, la surexpressian mutants dominants négatifs de la
dynamine-2, de la cavéoline-1 et de I'eps-15 ayantdle dans la formation des vésicules a
clathrine, n’inhibe pas I'entrée des PsV. L'HPV-l€liserait dans ce modele une voie
d’entrée faisant appel aux microdomaines enrichrslg tétraspanine. Ces résultats, bien que
confirmés dans une autre étude (Schelledad, oral 25th Papillomavirus Workshop), n’ont
pas été étendus aux lignées de cellules de kécsitam Une fois les capsides virales entrées
dans la cellule, I'infection par les papillomavirnécessite la sortie du virus des vésicules
d’endocytose. Ce mécanisme fait intervenir uneiicadion de ces vésicules nécessaire a
I'échappement des particules de papillomavirusetelbsome (Dat al, 2003; Smithet al,
2007; Spodemet al, 2008). Un peptide de déstabilisation membrardér3 aa a été mis en
évidence dans la partie C-terminale de la protéen position 445-467. Cette partie C-
terminale est impliquée la sortie des virions @gmdlosome tardif (Kampeat al, 2006). De
plus, les 40 aa C-terminaux interagissent avecmasotubules par l'intermédiaire de la
dynéine (Floriret al, 2006).

Le trafic vésiculaire de I'HPV-31 fait intervenie lpassage du cavéosome, présentant
un pH neutre et constitué de la cavéoline commeéppr® majoritaire, vers I'endosome
précoce en utilisant un mécanisme Rab5 GTPase dapenLe transport veésiculaire des
capsides nécessite I'interaction de ces GTPasesdmgerécepteurs présents dans la vésicule
d’endocytose. Un site d’'attachement a la syntageprotéine retrouvée dans le réticulum
endoplasmique (RE), a été mis en évidence suolzipe L2 du BPV-1 en position 40-44 en
aval du site de clivage de la furine. Il reste oefamt difficile de connaitre la position exacte
de la syntaxine-18 au sein du RE et de connaigrenkécanismes ou les conséquences de son
interaction avec la protéine L2. A ce jour, aucésuttat convaincant ne semble démontrer la
localisation des papillomavirus ou du moins deggines structurales au sein du RE lors de

I'infection (Lanioszet al, 2008).
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4.3 Transport vers le noyau

La capside de nombreux virus possede présente ailhe $upérieure aux pores
nucléaires (26 nm) et ne peut donc pas étre impaid@s le noyau apres leur passage dans le
cytoplasme. Le trafic vésiculaire des virions sié fa long des microtubules puisqu’une
perturbation des microtubules par du nocodazolé@liinfection par les papillomavirus
(Day et al, 2003). Le transport cytoplasmique le long de oasrotubules nécessite
I'utilisation de protéines utilisant I'énergie adhkire. La protéine L2 des HPV-16 et HPV-33
interagit avec le réseau de microtubules en utititaa dynéine durant I'entrée dans la cellule
(Florin et al, 2006). Le site d’'interaction semble étre localiséniveau des 40 derniers aa de
la partie C-terminale de la protéine L2.

Au cours de linfection par les papillomavirus, MEP semblent entrer dans le noyau
sous forme de capsomeres de la protéine L1 poudfas11, 16 et 45 (Merlet al, 1999;
Nelson et al, 2000). Les virus ont développé différents méaaris pour traverser la
membrane nucléaire. L'enveloppe nucléaire, commnsealgres membranes cellulaires, est
imperméable aux macromolécules. Les protéines santeun NLS, séquence riche en aa
chargés positivement, passent a travers les poméaires pour atteindre le noyau (Bastbs
al., 1995). Parmi les récepteurs nucléaires figurestiinportinesx ou caryophérines. qui
sont des protéines agissant comme des adaptatauréigy des protéines présentant un NLS
(Gorlich, 1998).

La protéine L2 possede deux NLS aux extrémités § &#rminales indispensables a
I'infectiosité laissant penser que la protéine Is3uae le transport du génome viral vers le
noyau (Beckeet al, 2003; Darshaet al, 2004; Fayet al, 2004). Les deux NLS semblent
fonctionner en collaboration durant I'infectionskmble cependant que le NLS de la protéine
L2 du BPV-1 situé en position C-terminale soitite snajeur de liaison a ’ADN. La proté€ine
L2, par son NLS situé en C-terminal, fonctionnesagomme un adaptateur entre I’ADN viral
viale NLS C-terminal et la caryophérineviale NLS N-terminal aboutissant au transport de
I’ADN vers le noyau et la poursuite de I'infectigRay et al, 2004). Au niveau nucléaire, la
protéine L2 est localisée dans la zone ND10 (nudeanain 10), constituée majoritairement
de PML (Promyelocytic Leukemia Protein) (Detyal, 1998). Cette localisation nucléaire fait
intervenir la protéine Hsc70 (heat shock cognateteom 70) (Florinet al, 2004) et
favoriserait la translocation de la protéine Lldetla protéine E2 au noyau (Heieb al,
2000). Au niveau des domaines ND10, l'associatidhLL-E2-génome permettrait ainsi

I'assemblage des virions (Day al, 1998).
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Comme pour toute infection sexuellement transmiss{tST), la prévalence des

infections aux HPV augmente avec I'dge mais surteutombre de partenaires sexuels.
Ces HPV sont considérés comme des oncogénes néeessais non suffisants pour le
cancer du col utérin. Ce cancer pose un problénpmrtant de santé publique : 500 000
nouveaux cas par an dans le monde et est la 2ense ¢ mortalité par cancer chez la
femme apres le cancer du sein.

Le diagnostic des infections a HPV est avant tditique, cytologique (frottis
cervical) ou histologique (sur biopsie d’exéreg&si, on fait le diagnostic de condylome
plan avec présence de koilocytes, et I'on classealysplasies du col utérin en CIN | a lll,
recherchant des foyers de micro-invasion. Le dagéestet le traitement des Iésions
précancéreuses identifiées constituent une préresticondaire. La prévention primaire étant
la vaccination prophylactique utilisant des pseagsaes virales (VLP pour Virus-like
Particles), composé de la protéine majeure de d@apkil. Ainsi, 2 vaccins ont été
developpés :

* le Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD, West Point PAAVUSvaccin tétravalent dirigé
contre les types 16, 18, 6 et 11 (ces deux derdinst responsables de 90 % des
condylomes acuminés, et d’environ 20 % des CIN1) ;

* le Cervarix® (GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgique)vaccin bivalent contre les
types 16 et 18 utilisant un adjuvant (ASO4) susbéptde stabiliser les VLP et
d’induire un taux d’anticorps avec de plus failesntités d’antigenes.

Ces vaccins induisent de forts titres d’anticorpsitralisants qui permettent d’obtenir une
protection supérieure a 95% contre les lésionscas=® aux types 16 et 18 (Harpadral,
2006; Jourat al, 2007; Paavoneet al, 2007; Paavoneet al, 2009).

5. Capsides et pseudoparticules virales de papill@wirus

Seules 2 protéines composent la capside des HBgydeéines structurales L1 et L2,
qui sont respectivement la protéine majeure et onenele capside. Exprimée en systemes
eucaryotes, la protéine L1 a la capacité, en poéseun en absence de protéine L2, de s’auto
assembler en pseudoparticules virales ou VLP (#s\ike particle »). Ces VLPs, identiques

d’un point de vue structural et antigénique auiows, ont permis une étude plus approfondie
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de la structure de la capside et de la fonctionmetéines qui la composent. Dépourvues
d’ADN viral, elles sont fortement immunogénes (Kiaueret al, 1992, 1994), et conservent
la capacité de lier et de transférer de 'ADN vées cellules cibles (Sandalon and
Oppenheim, 1997; Kawars al, 1998a; Touze and Coursaget, 1998; Goldneiral, 1999;
Combita et al, 2001). Cependant, la co-expression des protéirkeset L2 assure
I'incorporation stable de la protéine L2 au seirlaleapside et permet également d’augmenter
la quantité de VLP produites d’'un facteur 4 (Kirnbaet al, 1993). Divers systemes
d’expression eucaryotes ont été étudiés afin deym® des VLPs comme le virus de la
vaccine (Zhotet al, 1991), le systeme baculovirus/cellules d’'ins€kienbaueret al, 1992;

Le Cannet al, 1994), le systeme levure (Hofmaenal, 1995; Sasagawet al, 1995) et le
virus de la forét de Semliki (Heiret al, 1995; Roderet al, 1996). La production de VLP a
€galement été realiséevitro par assemblage de capsomeéres de protéines LInégwien E.
coli (Li et al, 1997; Cheret al, 2000).

HI DE FG

Figure 15 : Représentation schématique de la sneitertiaire de la protéine L1 de 'HPV 16 (d'aprehenret
al., 2000). La protéine L1 posséde 6 boucles antig&siglLes boucles BC, DE, EF, FG et HI sont orienté&es
I'extérieur de la capside, la boucle CD est orientérs l'intérieur.

L’étude cristallographique réalisée avec I'HPV1®emis de connaitre la structure
3D de la protéine L1 (Cheet al, 2000). Elle est composée de 3 régions structirale

distinctes : une courte partie N-terminale, uneio®gentrale et une région C-terminale
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(Figure 15). La région centrale, comprise entredas20 a 382, est formée de feuillfts
antiparalleles conservés, induisant la formatiorsideboucles antigéniques, variables entre
les différents génotypes. Les boucles BC, DE, EF gEHI sont orientées vers I'extérieur de
la capside, contrairement a la boucle CD orientées Vintérieur. La boucle HI d'un
monomere s'insere entre les boucles FG et EF duomere voisin permettant ainsi la
formation de pentameére de protéine L1 (Ckeal, 2000). La région C-terminale, comprise
entre les aa 383 a 475, est constituée principalendéhélices a et intervient dans
'assemblage des capsides en permettant le coenéret les pentameres (Chenhal, 2000).
Ces pentameres s’assemblent grace a des pontfudisuinter-capsomériques. La position
des 31 derniers aa, contenant les NLS et la rdgdant I’ADN, n’a pas pu étre déterminée du
fait de sa mobilité. La structure tridimensionnalke la protéine L2 n’est pas connue car les

VLP formées des protéines L1 et L2 n'ont pas pte four, étre cristallisées.

Figure 16 : Reconstruction d'image apres cryomimopge €lectronique des structures tridimensionaetles
pseudoparticules virales d’'HPV. A. Capside de I'HPV composée de protéines L1(d'aprés James Conway,
travaux non publiés). B. Capside 'HPV 1 composé@btéines L1 (d’aprés Hagensgeal, 1994).

La capside des papillomavirus est icosaédriqueestune de 50 a 55 nm de diamétre.
Elles est composée de 360 protéines L1 assemiiée®d pentaméeres appelés capsomeres, et
12 a 72 protéines L2 (Buait al, 2008). Les capsomeres pentameériques s'assensilent
une symétrie icosaédrique T=7 (Hagensieal, 1994) (Figure 16).

Contrairement a la majorité des virus qui possedeatcapside formée de capsomeres
penta ou hexameriques, l'assemblage des capsondesespapillomavirus aboutit a la
formation d’'une capside ne présentant que des oeres métamériques, pentavalents sur les
faces et hexavalents aux sommets. Les capsomenesauables d’entrer en contact avec

leurs six voisins sur les faces, comme il est olesgrour les 60 capsomeres hexavalents
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disposeés sur les faces de l'icosaedre, ou d’eatr@ontact avec leurs cing voisins dans les 12
capsomeres pentavalents des sommets de l'icos@idieet al, 1997). Les contacts inter-
capsomeres s’effectuent par la base des capsor(Redsap et al, 1996). L'étude des
domaines nécessaires a l'auto-assemblage desnpsotéajeures de capside a été menée par
délétions N- et C-terminales de ces protéines.iAioste délétion dans la région N-terminale
de la protéine L1 abolit 'assemblage sous formeatéicules. En revanche, I'extrémité C-
terminale semble moins impliquée car la délétios d& aa C-terminaux n'affecte pas
l'assemblage pour 'HPV-11 (I8t al, 1997). Les 31 aa C-terminaux de la protéine L1 de
I'HPV-16 ne semblent pas nécessaires a l'auto-ddagmen VLP (Touzét al, 2000). Des
délétions situées au-dela de ces régions abolissdgotmation de capside et ne permettent
que la formation d’agrégats ou de capsomeres. §s®ines 175 et 428 jouent un role clé
dans le processus d’assemblage de la capside dilopawirus. Ces cystéines créent des
ponts disulfures inter-capsomeéres entre trois pre$é L1 qui appartiennent a trois
capsomeres différents. Si l'une de ces cystéinesm@®e, la capacité a former des capsides
est abolie, mais les capsomeres sont toujours pso@@appet al, 1998). De méme, la C-185
est impliquée dans I'établissement de pont-disalfater-capsoméres entre deux protéines L1
de 'HPV-16 (Ishiiet al, 2003). Les C-424 et C-429 sur la protéine L1 ség@élement
indispensables a la formation et a la stabilitéagsides (Sapgt al, 1998).

Figure 17 : Reconstitution 3D de pseudoparticuleelas d’'HPV-16 obtenue par expression des prosélirieet

L2 par cryomicroscopie électronique (d’'aprés Batlal, 2008). A. Représentation de la capside constitiase
protéines L1 et L2 de 'HPV 16. B. Représentationceupe de l'intérieur de la capside virale avepriaéine

L1 en bleu et la protéine L2 en rouge. C. la pratdi2 seule en rouge. Barre = 200 A

La structure tridimensionnelle des VLP d'HPV-16 té édéterminée par l'analyse
cristallographique aux rayons X de pseudoparticuiledes de symétrie T=1 d'un diamétre de
318A, comprenant 12 capsoméres assenihléiro & partir de la protéine L1, délétée des 10
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premiers aa N-terminaux, exprimée ercdli. En effet, des pseudoparticules virales de
symétrie T=7 constituées de la protéine entiéretnpms pu étre cristallisées (Chenal,
2000). Dans chaque pentamere, les principaux da@maies 5 sous-unités L1 s'associent
intimement les uns aux autres. Les contacts intéapeeriques sont formés par de petites
saillies latérales, les domaines "elbowlike", ledtps se forment autour des trois axes de
symétrie. La forme de ces unités morphologiquesespond aussi a des pentameres observés
en microscopie €électronique.

La protéine L2 est en quantité substoechiometriopéene si le nombre exact de
protéines L2 dans la capside n’a pas pu étre détéravec certitude. Des études ont montre
gue les protéines L2 sembleraient étre au nombrE2ddans une particule virale ou chaque
L2 serait associée a un capsomere formant un sofiBuek et al, 2008; Truset al, 1997).
Dans ce modéle, la protéine L2 serait enchassésgsaparties N et C-terminales au centre
des capsomeres, ne laissant apparaitre qu'une fagotie centrale a la surface de la capside.
Les analyses en SDS-PAGE de capsides d’'HPV compasseprotéines L1 et L2 montrent
un ratio de 1 protéine L2 pour 30 protéines L1 ficorant ainsi le nombre de 12 protéines L2
dans la capside (Hagenssateal, 1993; Kirnbaueet al, 1993; Volperst al, 1994; Bossi®t
al., 2005). Cependant, I'étude par SDS-PAGE de virim$HPV 16, ainsi que des analyses
des VLP composées des protéines L1 et L2 de 'HRVslLggérent que les capsides de
papillomavirus pourraient contenir plus de 36 etmn@aximum 72 protéines L2 par capside
(Doorbar and Gallimore, 1987; Finnest al, 2003; Bucket al, 2008). L'analyse en
cryoélectromicroscopie des capsides constituéda pgeotéine L1 seule, ou des protéines L1
et L2, ne révele pas de différence au niveau drilecture externe de la capside. Cependant,
la reconstitution 3D des pseudoparticules viraled'ldPV-16 révele I'existence de 72 sites
d’interaction possibles entre les protéines L1 2f indiquant ainsi l'interaction possible
d’'une protéine L2 au centre de chaque capsomerarpérique. La protéine L2 peut donc

étre présente a raison de 72 copies par capsidgeuavapport de L2/L1 de 1/5 (Figure 17).
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6. Les pseudoparticules virales comme vecteur derge

6.1 Les systemes de formation cellulaire des PsV
* Formation de PsV en utilisant le virus de la vaccia recombinant

Les premiéeres études en systéme cellulaire onéétisées en utilisant un virus de la
vaccine recombinant (VVr) codant les genes L1 ouet12 du BPV-1 (VVr-L1 ou VVr-
L1/L2). Aprés infection de cellules CON/BPV.B2 cenant 50 copies du génome viral du
BPV-1 sous forme épisomale, des particules de BRNfdctieuses ont pu étre obtenues
uniguement apres infection par le vecteur VVr-L1/ER effet, les particules obtenues avec le
vecteur VVr-L1 ne contenaient pas d'’ADN, suggérprd la co-expression de la protéine L2
est donc nécessaire a I'encapsidation du génonB®8ul (Zhouet al, 1993).

Des PsV de BPV-1 ont également été obtenus pasféetion de cellules COS-1 avec
un plasmide rapporteur suivi d’'une infection pawieis de la vaccine recombinant codant
soit la protéines L1 seule soit les protéines L1L2tdu BPV-1 (Zhaoet al, 1998).
Contrairement a I'étude de Zheu al, les PsV constitués uniquement de la protéineril o
montré qu'ils étaient capables d'encapsider lenmildes rapporteur. Cependant, les PsV BPV-1
composés des protéines L1 et L2 ont vu leur capdtEncapsidation augmentée d’un facteur
50. De plus, les PsV ainsi formés sont capablescdjgsider un plasmide de taille maximale
de 10,2 kb, taille bien supérieure a celle du geamdmBPV-1.

Des PsV de I'HPV-33 ont aussi été obtenus en atitides virus de la vaccine
recombinants (VVr-L1 ou VVr-L1/L2) pour infecter slecellules COS-7 contenant de
nombreuses copies d’'un plasmide rapporteur (Unektell, 1997; Sapp and Selinka, 2005).
Cette études confirment les résultats préecédenfwotéine L2 est nécessaire afin d’optimiser

I'encapsidation de I'ADN, la production ainsi qee infectiosité des PsV.

* Formation de PsV par transfection de genes optimiséles protéines de capside
Les systemes décrits précédemment ne permettebtedio que de faibles quantités
de PsV. Un autre systéeme, décrit plus récemmepbseesur la simple co-transfection d’'un
plasmide contenant les génes adaptés des prowéneapside L1 et L2 et d’'un plasmide
rapporteur dans cellules d’origine humaine 293Té&s Cellules ont été modifiées de facon a
surexprimer I'antigene T du SV40 de fagon constisu{Bucket al, 2004, 2005)(figure 18).
L'adaptation des géenes consiste a remplacer tsusoldons des genes viraux par les codons

les plus differents possibles (ADAP : As DiffereAs Possible). Afin doptimiser au
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maximum la production de PsV, les plasmides, colienprotéines de capside L1 et L2 d'un
type d’'HPV ainsi que le plasmide codant le geng@aoagur, portent I'origine de réplication
du SV40. Avec l'utilisation des cellules 293TT, expant fortement 'AgT du SV40, ce
systeme de production de PsV devient le plus padat. Comme il a déja été démontré dans
les autres systémes cellulaires, la co-expressismbtéines L1 et L2 est indispensable a la
formation de PsV infectieux. Ce systeme permet alipsider des plasmides d'une taille
inférieure ou égale a celle du génome des papilomm (8 kpb) et la capacité a transférer
I'ADN encapsidé est inversement proportionnelleaddille du plasmide codant le gene
rapporteur (Buclet al, 2004).

Figure 18 : Représentation schématique de la ptmoiude pseudovirions en systeme cellulaire 293F8s
cellules 293FT sont co-transfectées a l'aide déa&mpides : en bleu le plasmide pIRES codant legpres L1
et L2 d'un type d’HPV, et en rose le plasmide rapgar pGL3-luc codant le géne de la luciférase. fuegéines
L1 et L2 vont s’autoassembler autour du plasmigeesaeur formant ainsi des pseudovirions.

6.2 Les systemes acellulaires de formation des PsV

* Obtention de PsV de papillomavirus par dissociatiofréassociation

La technigue de dissociation-réassociation estébssgéle principe décrit par Colomar
(Colomaret al, 1993). Au cours de cette étude, des virions ddBbnt été dissocies en
présence de DTT et EGTA afin d’encapsider le génaueSV40. Lors de I'étape de
réassociation, des capsomeres sont réalisés par dygocalcium au milieu réactionnel. En
effet, la détermination du réle des ions calciundex ponts disulfures dans la formation des
capsides a permis d'optimiser la réassociationpdescules (McCarthyet al, 1998; Touze
and Coursaget, 1998). Cette méthode a égalemerapgptiguée a la formation de PsV de
papillomavirus a partir de VLP d’'HPV-16 constituéds la protéine L1. Les VLP sont
dissociées, permettant ainsi de déstructurer lsidapsous forme de capsomeres, puis

réassocié en présence d'un plasmide rapporteunr@-it®). Les résultats obtenus montrent
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gue le plasmide est contenu dans les pseudocap€idesPsV, constitués uniqguement de la
protéine L1, sont capables de transférer le plasmapporteur dans différentes lignées
(MRC5, HelLa, CaCo2, HuH-7, NIH 3T3, Cos-7, Vero, K, CHO). La technique de
dissociation-réassociation, comme pour les méthddeges sur les systemes cellulaires,
permet d’encapsider des plasmides d’'une taillerieiee ou égale a celle du génome des
papillomavirus (8 kpb) sans présence de L2 (TonneGoursaget, 1998).

VP Capsoméres Pseudovirions

DMSO !

CaCls @

fal 'l:

vddition de plasmide

Figure 18 : Observation en microscopie électronigeela formation de pseudovirions par la méthode de
dissociation-association Les VLP L1 d’'HPV 16 (Ansdissociées en capsomeres (B), le plasmide cantés
géne rapporteur est mis en présence des capso(Bgr&es complexes ADN/VLP se forment (C) en présen
de CaCJ (D’'apres Touzét Coursaget, 1998).

Cette méthode a également été utilisée afin d’abtdes PsV de papillomavirus
constitues de la protéine L1 et de la protéine @s études ont permis de montrer que la
protéine L2 augmente l'efficacité du transfert émeg d’'un facteur pouvant aller de 2 a 10 en
ce qui concerne les PsV de I'HPV 16 (Kawabal, 1998a; El Mehdaouwet al, 2000).

Plus récemment, la méthode de dissociation-réaggmtia été optimisée par addition
de chlorure de zinc afin d’augmenter I'efficacité itassemblage. Cette optimisation repose
sur une étude de Hanslagt al. qui, en utilisant des VLP d’'HPV-16 produites ercdl, a
montré que l'utilisation de Zn2+ dans le tamponsd&anblage permet d’augmenter de fagon
considérable la formation de VLP (Hanskp al, 2006). Ce principe a donc été repris et
adapté a la méthode de dissociation réassocidfies.capsomeres, en présence du plasmide
d’intérét, de CaGlet de ZnCJ, vont former des PsV. Ces PsV ont été testéslpaucapacité
a transférer le gene de la luciférasevitro vis-a-vis de PsV obtenus en absence de zinc. Les
résultats montrent une augmentation de I'efficadédransduction évaluée par une expression
de la luciféerase augmentée d’un log en présenahldeure de zinc, laissant ainsi penser que

ce systeme est plus performant pour des applicatiorivo (Bousarghiret al, 2009).
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1. Identification d’un nouveau ligand spécifique de cellules pulmonaires

par la technique « phage display »

Les cellules des lignées pulmonaires (IB3-1 et $M)si que les cellules des lignées
cervicales (HelLa, SiHa et CaSki) et les cellules liignées rénales (COS-7 et 293FT) sont
ensemencées en plague 6 puits afin d’étre a 80%od#uence. Le tapis cellulaire est
préalablement lavé 3 fois avec du milieu de culDMEM non complémenté avec du sérum
de veau feetal, avant d'y déposer un volume de ZienDMEM contenant 10uL de la banque
de phages, soit environ 2t(hages (Ph.D.-C7C library, Ph.D.™ Phage Displaydries,
Biolabs). Les phages sont incubés avec les cell@@amin sous agitation lente, 60rpm, a
37°C. La banque est épuisée par passages succassi®spuits ensemencés d’'une méme
lignée non pulmonaire, afin de discriminer les mgagon spécifiques. Les puits sont alors
lavés 3 fois avec 2 mL du milieu DMEM. Les éluatsmienant les phages ne se fixant pas
sont récoltés, puis mis en contact avec les ligp&sonaires, 30 min sous agitation lente,
60rpm, a 37°C. Ici, les phages capables de sedor retenus. Apres 3 lavages avec 2mL de
milieu DMEM, les phages sont décrochés par I'additi’'une solution de 0.2 M de Glycine-
HCl (pH 2.2) a 1 mg/ml de BSA. Les phages spécfiqules cellules pulmonaires sont
amplifiés par infection de Eoli ER2738 (selon le protocole du fournisseur). Ceéection
est répétée successivement 3 fois sur chacunégdégs disponibles (figure 19). Les phages

ainsi sélectionnés sont ensuite séquences paciE&dMWG operon (Allemagne).

(CFTR restoré)

Amplification des phages
sélectionnés sur E.cali i
ER2738 i i
% i

Contre-sélection sur les lignées cervicales Hela,
SiHa, Calu-3 et lignées COS-7 et 283FT

Figure 19 : Représentation schématique de la s#tect

de ligands pulmonaire par la technique de phage

display. Un premier crible de la banque de phage e

effectué afin de retenir les phages ayant la ct&pdei

se fixer sur les lignées de cellules pulmonaires, |

deuxieéme crible permet d’éliminer les phages cambl Q

de se fixer sur des lignées issues d'autres orghrss

phages spécifiqgues des lignées pulmonaires

uniguement sont séquenceés. Sélection de clone phagique en E coll ER2738

et séquengage



2. Insertion des motifs dans la séquence de la péine L1 de 'HPV-16

2.1. Mutagenése dirigée

L’insertion de différents motifs décrits comme dégands ou des motifs de ciblage
pulmonaire dans les différentes boucles antigésigigela protéine L1 de HPV16 s’est faite
par PCR recombinante en 2 temps. En effet des &awmooot été designées pour étre
chevauchante, ainsi une premiere PCR, internensé@rér le motif dans la boucle et une
seconde, externe, va amplifier 'ensemble du géhemutant afin de le cloner et de le
séquencer (Annexe 1 : Tableau des amorces).

La premiere PCR est réalisée avec la matrice pGA4 Iplasmide commercial contenant le
géne de synthése optimisé de la protéine L1 deMH? a I'aide des couples d’amorces
HPV16 L1 rev et P4 140/141 rev (pour le fragmenbatnpuis P4 140/141 for et HPV16 L1
for (pour le fragment aval) afin de produire le amitinsérant le motif P4 dans la boucle DE
et les couples HPV16 L1 rev et P5 140/141 rev el4B141 for et HPV16 L1 for de la
méme maniere pour le mutant insérant le motif R da boucle DE. L’insertion du motif se
fait dans un volume final de 50L en mélangeant 100 ng de matrice pGA4 HPV16 L1,
0,6uM d'amorce Rev ou For, 0,3 mM de désoxy-ribonuétiottriphosphate (dNTP,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), 1 mM de chierde magnésium (Mgglet 1,5 Ul de
polymérase Platinum High Concentrated (Invitroggans le tampon d’amplification adapté
10X (Invitrogen) par un programme de PCR de déatitur & 94°C pendant 5min, 18 cycles
d’amplification en dénaturation de 45 sec a 94°¢hyridation des amorces pendant 30sec a
52°C et une élongation de 2min a 72°C, en finispanZmin d’élongation a 72°C.

La deuxiéme étape de PCR consiste a amplifieefyralité du géne L1 de 'HPV16 muté a
partir des 2 fragments amont et aval générés. Cebst faite avec le méme programme de
PCR en utilisant le produit de la premiere PCR cenmatrice avec les amorces HPV16 L1
rev et HPV16 L1 for qui s’hybrident de part et di@udu gene.

Aprés migration sur gel d’'agarose 0,8%, les prodeitPCR sont extraits du gel et purifiés
grace au kit de purification d’ADN gel extractioNwcleoTrap » (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France). Les fragments sont ensuite insérés damptasnide pCR2.1 TOPO TA cloning

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) selon le prot® du fournisseur afin d’étre séquence
(MWG, Germany).
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2.2. Séparation des fragments d’ADN par électrophase sur gel d’agarose

Les échantillons a analyser sont mélangés avevd\ine de tampon de charge (0,3% de
bleu de bromophénol, 0,3% de xylene cyanol, 50%glgieérol) puis déposés dans un gel
d’agarose préparés a 0,8% dans une solution tarffrsracétate 40 mM, EDTA, 1 mM
pH7,6) contenant 0,pg/mL de bromure d’éthidium. La migration des fragised’ ADN est
effectuée sous 100 mA constant. Apres migratiosn,flagments sont visualisés sous ultra-
violets. Le marqueur de taille (MT) utilisé est &DN du phageX, digéré par I'enzyme

Hindlll (Invitrogen).

2.3. Purification des fragments d’ADN a partir de @l d’agarose

La purification d’ADN est effectuée a I'aide du kitNucleoTrap » (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France). Le principe repose sur la propriété quesgae la silice de se lier sélectivement a
I'ADN en présence de hautes concentrations enchelstropiques et a pH 7,5. Le fragment
d’ADN d’intérét est découpé du gel d’agarose adkad’'une lame de scalpel de maniere a
minimiser le volume d’agarose prélevé. Le fragnagarose est déposé dans un microtube
puis pesé. L’agarose est ensuite dissout en aj8@huL de solution NT1 pour 100 mg
d’agarose. L’addition de gL de matrice de silicefy d’ADN et I'incubation de la solution a
10 min a 50°C permet la dissolution de I'agarosk dixation de I'’ADN sur la matrice. Une
fois le gel totalement dissout, I'échantillon esintifugé 30 sec a 10000 g. Le culot de
matrice de silice est lavé une fois avec pll0de solution NT2 et 2 fois avec 5QQ de
solution NT3. Entre chaque lavage, I'échantilloh @ntrifugé 30 sec a 10000 g. A la fin du
troisieme lavage, la silice est séchée a 25°C pdridaa 15 min. L’ADN est ensuite décroche
de la matrice de silice a I'aide de 25 &&0de tampon NE (Tris-HCI 5 mM pH 8,5) pendant
10 & 15 min a 25°C. L’échantillon est centrifugésé@ a 10000 g. Le surnageant qui contient
I’ADN est récupéré, déposé dans un nouveau miceottifplacé a 4°C.

2.4. Clonage des produits de PCR dans le vecteur p2.1-TOPO

La ligation (5 min & 20°C) des produits de PCRrésatisée dans un volume final de 6 pL
contenant 4 pL de produit de PCR, 1 pL de vect@ir B.1-TOPO et 1 puL de "Salt solution”.
Le vecteur pCR2.1-TOPO (Invitrogen) integre lesdpits de PCR par "TA cloning" et
contient des séquences d’amorces consensus peéaqlencage (Figure 20). Cette insertion
ne fait par intervenir de DNA ligase, une topo-igoase fixée sur les extrémités du plasmide

réalise la ligation. Dans ce vecteur, le site dntisn est situé dans le getacZ Ainsi,
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I'insertion d’'un géne a ce niveau rompt le cadrelatdure du gendacZ ce qui permet la
sélection "blanc/bleu” des clones bactériens reqaanits.
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Figure 20 : Carte du plasmide PCR2.1-TOPO (Ingirg. Le produit de PCR est intégré dans le plasmpat
I'action de topoisomérase.

2.5. Transformation bactérienne

Les bactéries utilisées sont des Escherichia célbd (Invitrogen). Ces bactéries sont
rendues compétentes par un traitement au L&€$ bactéries sont cultivées sous agitation
(180 rpm) a 37°C jusqu’en en phase exponentiellerdessance (Aksonm = 0,4) dans du
milieu Luria-Bertani (LB, tryptone 10 g/L, extraie levure 5 g/L, NaCl 10 g/L, Invitrogen),
puis centrifugées 10 min a 2500 g a 4°C. Le cudmtdrien est remis en suspension dans du
CaChL 50 mM a 4°C, incubé 30 min dans la glace puib&gtéries sont centrifugées 10 min a
2500 g a 4°C. Les bactéries sont reprises dansalngon de conservation (CaCl2 50 mM,
glycérol 20%) et stockées a - 80°C.

Pour realiser une transformation bactérienne, 100 de bactéries compétentes sont
mélangées a 1pL de produits de ligation ou 6 pL de produits dgfion dans le cas d’un

clonage dans le vecteur pCR 2.1-TOPO. Aprés ungbation de 30 min dans la glace, un
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choc thermique est réalisé en placant I'échantillanin 30 s a 42°C puis 5 min dans la glace.
Apres addition d'1 mL de milieu LB, les bactériestsremises en culture a 37°C pendant 1 h

puis étalées sur gélose LB/agar (32 g/L, Invitrgtfempicilline (100ug/mL, Invitrogen).

2.6. Mini-préparation d’ADN plasmidique

La purification des plasmides est effectuée pag bisaline (Birnboim and Doly, 1979). Des
colonies bactériennes issues d’'une transformatan mises en culture dans 2 mL de milieu
LB/Ampicilline (100 pg/mL) (Invitrogen, France). Aprés 16 h de culture3&C sous
agitation, la culture (1,5 mL) est centrifugée 2rai 14000 g a 20°C. Le culot bactérien est
remis en suspension dans 100 de solution | (Tris-HCI 20 mM pH 8, EDTA 10 mM,
glucose 50 mM). Les bactéries sont ensuite lysée2@0ouL de solution Il (NaOH 0,2 N,
SDS 1%) pendant 5 min a 25°C. L’ADN génomique stpeotéines sont ensuite précipités
par 150uL de solution 1l (NaOAc 3 M pH 5,5). Aprés une utmation de 15 min dans la
glace, I'échantillon est centrifugé 10 min a 14@08 4°C. L’ADN plasmidique, présent dans
le surnageant, est récupéré puis purifié par uitetngnt au phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (respectivement 25V/24V/1V, Invitroggm)is centrifugé 10 min & 5000 g a
20°C. Le culot d’ADN purifié est récupéré aprés weatrifugation de 15 min a 14000 g a
4°C, puis lavé avec 504 d’éthanol 70%. Apres 5 min de centrifugation 0@ g a 4°C, le

culot est séché puis repris dansu25d'une solution de Rnase (0,1mg/mL, Sigma).

2.7. Séquencage d’ADN

Le séquencage est pris en charge par la société NBgtech (Eurofins, Allemagne) en
utilisant les amorces M13 Rev (-29) et T7 Forwa@lréaction de séquencage s’appuie sur la
méthode de Sanger qui correspond en une ampliicat '’ADN par le fragment de Klenow
en utilisant des dNTP et des didéoxynuléotides {[dNmarqués avec un fluorochrome. Les
résultats du séquencage sont ensuite contrélésirqmm@nalyse bioinformatique. L'analyse
permet de vérifier la présence/absence de mutatians la séquence grace a l'utilisation du
logiciel de deux logiciels : BlastX ou BlastN (ht{plast.ncbi.nim.nih.gov/). Le premier
réalise une comparaison entre la séquence tradnitséquences d'aa avec une base de
données protéiques alors que le second compagzleesce nucléotidique a une banque de

données.
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Les clones ayant parfaitement intégrés le motif'@yant aucune mutation dans la séquence
sont sélectionnés afin de produire des baculoviegembinants permettant I'obtention de

VLPs chimériques en systeme baculovirus/cellulessdtte.

3. Production des pseudovirions chimériques

3.1. Systéme d’expression baculovirus/cellules d8ecte

L'utilisation des baculovirus, virus infectant negllement les cellules d’insecte, reposent sur
les travaux de Milleet al. qui en 1981, émet I'hypothése d'utiliser ce viaggmme vecteur
pour la propagation et I'expression de genes desiséllules d’'insecte afin de produire des
protéines recombinantes. Ce systeme fait partes &vbactéri€.coli, la levureS.cerevisiae

et les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary), demtrqusystemes les plus couramment
utilisés pour la production de protéines recomhiesnlL’'avantage de ce systeme est la
production de protéines en grande quantité, satr&senlles caractéeres antigéniques et
fonctionnels de la protéine native tout en assulamhajeure partie des modifications post
traductionnelles essentielles a l'activité biolagiq(glycosylation, phosphorylation, pont
disulfure, sécrétion). Le systéme utilisé pour généles baculovirus recombinants est le
systeme BAC-TO-BAC (Invitrogen) (Figure 21). Le saide donneur pFastBacDual™,
contenant le gene d’intérét est utilisé pour tramsér les bactéries DH10Bac™. La souche
de bactérieE.coli DH10Bac™ héberge le génome d'un baculovirus sau$otme d’'un
bacmide qui porte le géne de résistance a la kariamet permet la complémentation du
genelacZ Cette souche héberge également un plasmide codarttansposase et contenant
le géne de résistance a la tétracycline. La tresssgmopermet la transposition spécifique du
gene d'intérét, cloné dans le plasmide donneurtBea®ual™ entre les sites Tn7 R et L,
sous le contrble du promoteur de la polyhédrings ve bacmide au niveau du site mini-
attTn7, situé dans le géne lacZ. Les bactéries dmasielles la transposition a eu lieu seront
donc blanches, et celles uniquement transforméesraigsent bleues en présence d'un
substrat chromogene comme le X-Gal (5-bromo-4-chBdmdoyl$-D-galactopyrannoside)
et d'IPTG (iso-propylB-D-thiogalactoside) comme inducteur. La présence I'tesert
transposé est veérifiee par PCR apres purificatmiADN bacmidique qui est utilisé pour la
transfection de cellules Sf21 afin de produire basulovirus recombinants qui serviront a

I'expression de la protéine d'intérét.
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3.2 Clonage des genes d’intérét dans le plasmidegstBacDual

Les plasmides pCR2.1 TOPO contenant les genesrdésines L1 HPV16 recombinantes
ainsi que le plasmide FastBacDual ont été digévés les enzymelanHI et Hindlll (2h &
37°C) puis les fragments d'intérét ont été ligatuté produit de ligature a ensuite été utilisé
pour transformer des bactéries Did5 La présence de linsert a été vérifiee par
minipréparation d’ADN plasmidique et digestion ematique paBanH| et Hindlll.

L’ADN est digéré par des endonucléases de resm&anHI et Hindlll (Invitrogen) dans un
volume final de 2QuL. Les doubles digestions sont réalisées en uiiligaa 10 unités de
chacune des deux enzymes pgrd’ADN et en présence du tampon de réaction p¢amtet
I'activité optimale de senzymes. La digestion éslisée 2h a 37°C afin d’obtenir une activité
enzymatique maximale. Les échantillons d’ADN rastee sont mélangés a un tampon de
charge au 1/10 (0,3% bleu de bromophénol, 50% gi)cét déposés dans les puits d'un gel
d’agarose préparé a 0,8% dans du tampon TAE 1)$-@aétate 40 mM, EDTA 1 mM, pH
7,6) additionné de bromure d’éthidium (@&mL). La migration s’effectue sous un courant
constant de 100 mA puis les fragments d’ADN sostialisés sous UV. Le marqueur de taille
(Smart Ladder) permet aussi bien d’estimer la qtéadtADN que de déterminer la taille du
fragment d’intérét par comparaison avec les l4nfixgs de tailles et quantités définies
(10000 pb a 200 pb et de 100 ng a 15 ng).

La ligature des fragments d’ADN est réalisée suiwvamrapport molaire vecteur/ insert de 1/3
en utilisant 100 ng de vecteur. Les réactions sffiectuées dans un volume final de 80
contenant du tampon de ligature 1X (tris-HCI 30 pM 7,8 ; MgCI2 10 mM ; DTT 10 mM ;
ATP 1 mM) et 2 unités d’ADN ligase T4 (Invitrogerba réaction de ligature est effectuée
pendant 16 h a 16°C.

3.3 Transformation des bactéries DH10Bac

Les bactéries DH10Bac™ sont transformées avec 50engplasmide pFastBacDual™
recombinant. Apres transformation par choc thermi@lb secondes a 42°C puis 2 min dans
la glace), la suspension bactérienne est mise lamrewans 90QL de milieu SOC (peptone
140 20 g/L, extrait de levure 5 g/L, NaCl 0,5 glCI 0,19 g/L, glucose 3,6 g/L, Invitrogen)
pendant 4 h & 37°C. Cent microlitres de la culair&00uL de dilutions (10-1, 10-2, 10-3) de
cette culture sont étalés sur du milieu LB/agaritamthé de kanamycine a 50g/mL

(Interchim, Montlucon, France), de gentamicine @gimL (Invitrogen), de tétracycline a 10
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pug/mL (Sigma Aldrich, France), de X-Gal a 10¢/mL et d'IPTG (Sigma Aldrich, France) a
40 ug/mL et incubées 48 h a 37°C sous agitation.
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to Bac®. A : Carte de restriction du plasmide pFaatDual, B : Schéma de la génération de baculsviru

recombinants et de I'expression de géne d'intéré & systéeme Bac-to-Bac.

80



3.4 Mini-préparation d’ADN bacmidique

Les colonies blanches obtenues, c'est-a-dire leE0BBEIc™ ayant transposé le gene d’intérét
dans le bacmide, sont mises en culture dans 2 nilBdegar additionné de kanamycine a 50
ug/mL, de gentamicine a lg/mL, de tétracycline a 10g/mL, pendant 36 h & 37°C et sous
agitation. Les bactéries contenues dans 1,5 mLette culture sont centrifugées 2 min a
14000 g a 20°C et le culot bactérien est remisuspension avec 3QL de solution | a 4°C
contenant de la RNAse. Les bactéries sont ensisiée$ avec 300L de solution 1l pendant 5
min a 20°C. Ensuite, 30QL de solution Il (4°C) sont ajoutés sous fortetatypn. La
préparation est ensuite incubée 10 min dans laeglae précipité est éliminé aprés
centrifugation de 10 min a 14000 g a 4°C. Le sueaat est récupéré, I'ADN bacmidique est
précipité par addition de 8QdL d’isopropanol 100% et incubé 10 min dans la glagerés
une centrifugation de 15 min & 14000 g a 4°C, letaiADN est lavé avec 500L d’éthanol
70% puis centrifugé 5 min & 14000 g. Le culot estuée séché avant d’étre repris pandO

d’eau ultra pure.

3.5 Vérification de la présence du gene d'intérétahs les bacmides

La détection des genes d’intérét est realisée g& & ec les amorces M13/pUC Forward et
M13/pUC Reverse. La réaction d’amplification s’etige dans un volume final de @
contenant fJul. d’ADN bacmidique, 0,3 mM de dNTP, 18 de MgCI2 et 0,5 unité de Taq
polymérase (Invitrogen) en présence dgl5de tampon de réaction 10X. Le programme de
PCR utilisé est le suivant : 3 min a 93°C puis $&8es d’amplification (45 sec a 94°C, 45 sec
a 55°C, 6 min a 72°C) et 10 min a 72°C. La migragétectrophorétique des produits de PCR
permet de visualiser des fragments d’ADN dont iketdépend du géne intégré. Les amorces
s’hybrident en effet sur le bacmide, de part etttadu site de transposition.

Ainsi, un fragment de 300 pb est visible lorsquamiplification est réalisée a partir d’'un
bacmide sauvage. Une bande de 2562 pb est obderg§ee I'amplification a été faite a
partir d’'un bacmide qui a subi une transpositiqgragtir d’'un plasmide pFastBacDual vide, et
une bande de (2562 pb + X pb) est observée lorsauglification a été faite a partir d'un
bacmide qui a subi une transposition a partir glasmide pFastBacDual contenant un gene
d’intérét de X pb.
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3.6 Transfection des cellules d’'insecte et producin des protéines d’intérét

3.6.1 Les cellules d'insecte
Les cellules utilisées dans le systeme d’expredsamulovirus/cellules d’insecte sont issues
du tissu ovarien de larves du |épidoptére Spodagtagiperda. Les cellules de la lignée Sf21
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), isolées panghnet al, en 1977, sont cultivées dans
du milieu SF 900 II (Invitrogen, Cergy Pontoiseaee) dit « complet » additionné de
pénicilline a 100 U/ml, de streptomycine a 50 pg{mvitrogen, Cergy Pontoise, France) et
de fungizone a 50 pg/ml (Invitrogen, Cergy PontoiBeance). Elles sont cultivées en
monocouche dans des boites de culture de 25 a m20(tPP, ATGC, Marne la vallée,
France) a 27°C. Le temps de doublement de ceslexlest de 24 a 48h. La récolte ne
nécessite pas de trypsination du fait de leur dagailhérence sur les boites de culture et les
cellules sont remises en suspension par grattgel@ d’'un grattoir a cellules.

3.6.2 Transfection des cellules d’insecte Sf21
Des cellules Sf21 (fP sont déposées dans une plaque 6 puits (TPP, ATGE@Ps 1h
d’incubation, les cellules adhérentes sont lavééaide de milieu SF 900 Il (Invitrogen).
Cing microlitres d’ADN bacmidique recombinantub de Cellfectin® (Invitrogen) et 200L
de milieu SF 900 Il non complet sont mélangés, dsupendant 45 min a 25°C. Le mélange
est ensuite déposeé sur les cellules Sf21. Apresngnbation de 5h a 27°C, 3 ml de milieu SF
900 II complet sont ajoutés puis le surnageant dkure contenant les baculovirus
recombinants est récupéré aprés 72h de culturé@ 2eé titre des baculovirus recombinants

est ensuite augmenté par des cycles d’infectioosessives.

3.6.3 Titration des baculovirus et productions deprotéines recombinantes

Un millilitre du surnageant dilué (T0a 10% est ajouté & des cellules Sf21 & 80% de
confluence en plaque de culture 6 puits. Les adlidont incubées 1 h a 27°C puis le
surnageant de culture est remplacé par 3 ml deuwmiF 900 Il complet contenant 0,8 %
d'agarose en surfusion a 50°C. Une semaine aprdection, les cellules vivantes sont
colorées avec 500 pl d'une solution de MTT (Signi@riéh, Saint-Quentin Fallavier, France)
a 0,5 mg/ml en PBS 1X (Shanafelt, 1991). Apres d’ihcubation, les plages de lyse
apparaissent blanches alors que le reste du telisacre non infecté est coloré en violet. Le
nombre de plages a une dilution donnée permetlteilcdu titre des baculovirus en MOI
(Multiplicity of Infection).
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Pour la production des protéines recombinantescelbgdes Sf21 a 70% de confluence, dans
une boite 150 cm? (TPP, ATGC), sont infectées &ved. de baculovirus recombinants dans
10 mL de milieu SF 900 Il complet. Trois jours podection, les cellules sont décollées par
grattage puis centrifugées (10 min a 300 g, 4°€)cllot cellulaire est conservé a —20°C et le

surnageant contenant les baculovirus est conset%€ aour les infections ultérieures.

4. Purification des pseudo-particules virales de gallomavirus

4.1 Extraction des protéines nucléaires

Le culot de cellules d’insecte Sf21 infectées garbaculovirus recombinants sont mises en
suspension dans du PBS contenant 0,5% de NP40 @thbtteurs de protéases (Complete

EDTA free, Roche diagnostics, Meylan, France) dércasser la membrane cytoplasmique et
de libérer les noyaux contenant les VLPs. La susiparest incubée 30 min dans la glace puis
centrifugée a 12000 g pendant 20 min a 4°C. Lesunoyrésents dans le culot sont repris
dans 2 mL de PBS 1X contenant 4% d’inhibiteurs a@éases puis lysés par sonication (3

cycles de 15 sec a la puissance maximale) (Vildrdgieblock).

4.2 Purification de protéines par gradient de dengg

L’extrait nucléaire est déposé sur un gradientatisou de CsCl (8,5 mL de CsCl de densité
1,164, 1,272, 1,338 et 1,380). Aprés une ultradegttion a 27000 rpm pendant 22h a 4°C
dans un rotor Beckman SW28, la partie centrale rddignt est récoltée en 12 fractions de

1 mL. La densité de chaque fraction est déterméinéade d’un réfractometre d’Abbé.

Les fractions dont la densité est comprise ent2é &f 1,28 sont analysées par SDS-PAGE
pour détecter loa protéine L1. Les fractions coamghes protéines d’'intéréts sont regroupées,
diluées dans du PBS 1X et centrifugées 3h a 28000dans un rotor Beckman SW28 afin
d’éliminer le césium. Les culots sont repris daf® jd. de PBS 1X puis soniqués 3 fois 5

secondes a la puissance maximale.
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4.3 Observation des VLP en microscopie électronique

Les échantillons sont déposés sur des grilles teecde 400 meshs recouvertes d’un film de
carbone. Aprés coloration négative a l'acétateatiyie 1,5%, les grilles sont observées au
microscope électronique a transmission (Jeol 14D@pservation est réalisée sous une

tension d'accélération de 80 kV et un grandissementinal de 50.000.

4.4 Dosage des protéines totales
Les protéines sont dosées a l'aide d’'un fluorom&uit™ (Invitrogen). L'appareil est

étalonné avec une gamme étalon d’albumine bovirecancentrations 0,200 et 400 ng/mL.
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La Quant-it™ protein working solution est réalisée diluant au 1/200 le fluorochrome
(Quant-it™ protein reagent) dans du Quant-it™ huffees échantillons de la gamme étalon
sont ensuite dilués au 1/20 dans la Quant-it™ proterking solution. Le fluorochrome va
se fixer spécifiguement sur les amines N-termindlgsermet ainsi un marquage quantitatif
des protéines présentes dans les échantillonsodayd des protéines est réalisé en diluant les
échantillons a tester au 1/200 dans la Quant-it®tepr working solution. La lecture est

effectuée a 570 nm et les résultats fournis papkaeil sont exprimés qm/mL.

4.5 Electrophorese des protéines en gel de polyalasnide dénaturant

Le gel d’électrophorese de polyacrylamide dénatuarSDS-PAGE est composé d’un gel de
séparation a 10% (Tris-HCI 0,56 M pH 8,8, acrylagais acrylamide 10%, SDS 0,1%,
persulfate d’'ammonium 0,1%, Temed 0,05%) et d’undgeconcentration a 5% (Tris- HCI
0,125 M pH 6,8, acrylamide-bis acrylamide 5%, SO persulfate d'ammonium 0,1%,
Temed 0,1%). Les protéines sont diluées dans dpaamde charge 3X (Tris-HCI pH 6,8
100mM, SDS 4%f-mercaptoéthanol 1%, bleu de bromophénol 0,2%,ég0)c20%), puis
dénaturées par chauffage a 99°C pendant 10 mint a\@re séparées dans le gel sous un
courant de 50 mA. Les protéines présentes sonaligges par coloration du gel au bleu de
Coomassie (bleu de Coomassie 0,25%, méthanol 4%8ide acétique 10%) pendant 30 min
puis décoloration dans une solution de décoloratméthanol 45% et acide acétique 10%).
Un marqueur de poids moléculaire contenant de®imes pré-colorées d’'une taille de 6, 14,
19, 25, 37, 48, 64, 82, 115 et 181 kDa est ut{liB#nchMark™ Pre-Stained Protein Ladder

Invitrogen).

4.6 Caractérisation des protéines par immuno-empreie

Apres séparation sur gel de polyacrylamide dénatutas protéines sont transférées sur une
membrane de nitrocellulose par électrotransferefféo) 45 min a 40 mA avec du tampon de
transfert (40 mM de Tris base, 39 mM de glycin®30% de SDS et 20% de méthanol). La
membrane de nitrocellulose est ensuite saturéeapérih sous agitation dans du tampon
TNT (15 mM de Tris-HCI pH8, 140 mM de NaCl et 0,058 Tween 20) contenant 5% de
lait écremé. La membrane est ensuite incubée 1l Bamticorps primaire (Camvir-1,
monoclonaux 1D24 et F7 produits au laboratoirdiiéddlans du tampon TNT-5% lait écréme.
La membrane est lavée 3 fois avec du TNT-5% lairéé puis incubée 1h avec l'anticorps

secondaire anti-lg couplé a la phosphatase alcéliiggna) selon I'anticorps primaire utilisé,
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dans le méme tampon que précédemment. Aprés 3eswda 5 min dans du TNT-5% lait
écrémé et deux lavage dans du TNT, la révélatieifiestue avec 10 mL de NBT/BCIP (Nitro
Blue Tetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphia Promega). La réaction de

coloration est arrétée par un lavage a I'eau bstil

5. Production des PsV par la technique de dissociah-réassociation et
vérification de I'encapsidation.

5.1 Production des PsV par la technique de dissotian-réassociation

Les pseudovirions des HPV 16 et 18 sont produits respectant le protocole de
dissociation-réassociation décrit Touzé et Coutsd@euze and Coursaget, 1998) en y
incorporant les modifications décrites par Bousargi al. (Bousarghinet al, 2009). Les
VLP composées des protéines L1 ou L1/L2 des HPWULB1 sont incubées dans du tampon
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) contenant 20 mM de DTT enM d’EGTA, pendant 30 minutes a
température ambiante. A cette étapepd@u plasmide pGL4.13 (SV40€2) ou le plasmide
PCDNA3 HEV (ayant intégré 'ORF2 (112-660) du gecmdant la protéine de capside du
virus HEV (Renouxet al, 2008)). sont ajoutés aux VLP dénaturées. La pafipa est
ensuite diluée par ajout de concentration croigsdatCaGCl (pour obtenir une concentration
finale de 5mM) en présence de 10nM de ZnCés PsV sont ensuite dialysés contre du PBS

1 X durant toute la nuit et stockés a 4°C avaiisation.

Capsides vides Virus artificiels
VLP Capsomeéres PSV
B 18 Zn++
% - EGDA | g ey Cat+
) » N DTT A ir i 4 DMSO
g,’. » @ - ERaeio =
Rae
» ’
Dissociation 1 Réassociation

+ Géne d'intérét

Figure 23 : Représentation schématique de la tqubrde dissociation-réassociation. Les VLP sorsodiges
et sont réassociées en présence du plasmide @tipéur former des PsV.
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5.2 Vérification de I'encapsidation du plasmide pGU.13 par les pseudovirions

Afin d'évaluer le taux d’encapsidation des diffésepseudovirions, 10 pg de PsV sont traités
pendant 1 h a 37°C avec 10Ul de Benzonase (Bernz®haglease, Novagen) dans un
tampon de réactionnel (50mM TrisHCI pH8, 10mM MgClthtenant 1Img/mL de BSA). La
Benzonase est ensuite inactivé par la chaleur pérddlamin a 65 ° C en présence de 25 mM
d'EDTA. L'’ADN plasmidique est desencapsidé en présede 3% de SDS et 1ug/uL de
protéinase K (Invitrogene) pendant 1 h a 56 ° CARN plasmidique est purifié par
traitement volume a volume au phénol/chloroformiér@Pure™ Phenol:Chloroform:lsoamyl
Alcohol (25:24:1), Invitrogen) et précipité a l'atiol. L’ADN récupéré est linéarisé en
utilisant des enzymes de restriction Hindlll. Comhaecontréle, la méme quantité d'’ADN
plasmidique a été traitée de la méme maniére avesas traitement Benzonase. Les résultats
ont été évalués a l'aide d'analyste moléculaireiklg(Bio-Rad, Ivry / Seine, France) apres

migration sur gel d’agarose 0,8%. Les résultats sgprimés en pourcentage d’ADN protégé.

6. Tests de transfert de géne pour les HPV16 mutant

6.1 Culture Cellulaire

Les cellules sont cultivées en flasques de 75 dRP( ATGC, Marne la Vallée, France) a
37°C en présence de 5 % de CO2 dans leur miliewltiere respectifs. Les cellules a 90% de
confluence sont mises en suspension a l'aide ddmhation de trypsine-EDTA (Invitrogen)
puis reprises dans 5 mL de milieu DMEM et centrdfeg 10 min a 300 g. Le culot est remis
en suspension dans 1 mL de milieu complet puis57cHlules sont ajoutées a 10 mL de
milieu complet dans une flasque de 75 cm2.

6.2 Transduction des cellules a I'aide des pseudoms sauvages et chimériques

Les différentes lignées pulmonaires humaines : 1B8t S9, lignées cellulaires issues
d’épithélium bronchique, respectivement de phérmt@sTR-/- et CFTR restoré, la lignée
potentiellement ciliée 16HBel4o0-, issue aussi d'&pium pulmonaire, ainsi que les A549,
lignée issue d’'un carcinome alvéolaire sont misexwture afin d’étre utilisées pour les
expériences de transfert de gene. Les lignéescedesi SiHa, contenant de 100 a 500 copies
du génome de I'HPV-16 et Hela, contenant de laesodu génome de I'HPV-18, sont

quant a elles a utilisées comme modele pour déériropisme naturel des PsV.
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Chaque PsV est évalué par leur capacité de tranigdutes différentes lignées cellulaires.
Pour ce faire, 10pg de PsV, soit environ 0,3 BBV théorique, sont mis en contact avec les
cellules contenu dans un puits de P96, soit en\BbA0O cellules, pendant 72h. L'efficacité
de transduction des PsV est évaluée par la détedéd’ activité luciférase, relative refletant

dépendante de I'expression du géne rapporteur.

6.2.1 Infection des lignées cellulaires

Les lignées cellulaires sont ensemencées la veilld?96, en fonction de leur croissance ; les
cellules COS-7, 293FT, HelLa et SiHa sont ensemsriéaison de 10 000 cellules par puits,
tandis que les cellules IB3-1, S9, A549 le sont020@0 cellules par puits et les cellules
16HBel40-, 293TT, Calu-3 et CaSki a 40 000 cellplas puits dans leur milieu de culture
respectif, pour étre a 70-80% le jour de l'infentid_e lendemain, l'infection commence
lorsque le milieu de culture est remplacé par 10@gLmilieu DMEM non supplémenté en
SVF contenant 10ug de pseudovirions luciférasee#&@h d’infection, 100uL de milieu de

culture sont ajoutés dans chaque puits pour mairtefection pendant 48h.

6.2.2 Révélation de I'expression luciférase

La capacité de transfert de géne des pseudovimshsevaluée par l'activité luciférase
détectée, résultant directement de I'expressioméhe rapporteur encapsidé. Apres 48h, le
milieu est éliminé des puits et 10 de solution de révélation (Firefly Luciferase fies
Assay Kit, Interchim, France) sont ajoutés et Egsen contact 15 min a I'obscurité. Les
cellules sont mises en suspension et transféréesuwtee plaque de lecture (Black and White
plate, Nunc, ATGC). L’activité de la luciférasediity, comme pour la plupart des enzymes,
suit les cinétiques de Michaelis-Menten. Dans oeslitions (ou le substrat D-luciférine et les
co-facteurs (ATP, Mg) présents dans la solution du kit sont en ex¢éshjssion de lumiére
liée & la réaction est directement proportionnalle nombre de molécules d’enzymes de
luciferases Firefly exprimées dans les culturesceléules et l'intensité de lumiere émise

mesurée par luminometre (luminoskan acsent, Theestodxprimée en rlu (figgure 24).

__/COOH Ma o o
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ATP + 02 AMP = PP« COpe

Figure 24 : réaction de bioluminescence catalysédapluciférase Firefly.
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7. Vaccination par aérosol a l'aide des pseudovins sauvage et
chimériques en modeéle rat

7.1 Les dispositifs d’aérosols

Les préparations vaccinales ont été nébulisée tawiscdispositifs différents couramment
utilisés en aérosolthérapie humaine : (1) un nébulia jet, LSTAR PARI \ (Pari, Allemagne)
en utilisant un compresseur d'air Turboboy Parri(PPdlemagne) pour atomiser la solution
vaccinale, (2) un nébuliseur ultrasonique LS290s(&y, France) appliquer des vibrations
haute fréquence a travers le vaccin pour produg® gbuttelettes et (3) d'un nébuliseur
maillage, AeronebSolo \ (Aerogen, Etats-Unis) @dal'un élément de maille avec une action
de micro-pompage pour créer des particules daér@gmure 25). Conformément aux
recommandations du fabricant en raison du volunseluél dans les nébuliseurs, 1 ml de
vaccin a été chargé dans Aeroneb solo nébuliselller@aml a été chargé dans Pari LC Star
nébuliseur a jet et 3 ml a été chargé dans LS2%uliséur ulrasonic. Aérosol ont été
recueillies en phase liquide avec un impacteur (Mlass Inc, Vineland, Etats-Unis)
fonctionnant a un débit d'air de 12,6 | / min. laék totale de fonctionnement n'était pas plus

de 20 minutes. Chaque nébuliseur a chaque typaatinvont été testés en triple exemplaire.

@ 9 - w " /,

-
Aeionebfiux

~ ) | Lc® Star Reusable Nebulizer Aérosol Ultrasonique ventilé LS290®

(o

/

£

IA-1B-2inchs-microsprayer®

Aeroneb® Solo nebulizer

Figure 25 : Nébuliseurs utilisés lors de I'évalaatde la résistance des PsV d’HPV-31 a I'aérosidisa
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7.2 La mesure du dép6t de I'aérosol dans les poun®de rats

Le microsprayer IA-1B ® est un systeme de nébutisatomposé d'un tube en acier
inoxydable est inclinée et qui peut étre monté soe seringue, avec un atomiseur a
I'extrémité. Le liquide est poussé a travers langee, ce qui entraine la formation d'un
aérosol de gouttelettes 20-30 pum qui permet unelidtidoution dans I'ensemble des
compartiments pulmonaires. La distribution de keé&l dans les poumons de rat a été vérifiee
par aérosolisation d’'un radio-isotope, le Tc99, trepar visualisation syrcaméra une bio
distribution de 70 a 80% de I'’échantillon dansgesmons de rats (Dr Le Pape) (figure 25).

Microsprayer®

Figure 26 : Visualisation d’'un radio-isotope Tc &és aérosol dans les poumons de rat sur gammeraa
Bio distribution de 70% a 80% de I'aérosol dansjesmons.

7.3 Immunisation des rats

Des pseudovirions encapsidant un plasmide coda®H2 (112-660) du gene de la
capside I'hépatite E (HEV) ont été générés commatd#-dessus (Renoust al, 2008). Des
rattes Sprague-Dawley, agées de 11 semaines (8paatgroupe), ont recu 20 pg de
pseudovirions P1DE, P3EF ou WT par aérosolisatimatrachéale I'aide d'un microsprayer
IA-1B-2inchs ® (Penn siecle, Philadelphie, PA, Etdhis). Le microsprayer IA-1B ® est un
systéme de nébulisation composé d'un tube en imcieydable est inclinée et qui peut étre
monté sur une seringue, avec un atomiseur a lleik&éLe liquide est poussé a travers la
seringue, ce qui entraine la formation d'un aérodsofouttelettes 20-30 um. L’intubation
intra trachéale a l'aide du microsprayer® permeaddiinistrer 50uL des différents
pseudovirions en intra pulmonaire dans les poumons.
Les rats sont anesthésiés par inhalation d’oxygemgenant 5% d'isoflurane (Aerrane ®,
Baxter,pharmacie centrale du CHRU bretonneau, Joues rats sous anesthésie générale
sont placés sur une table de contention inclindg°& (Workstand rongeurs (Hallowell EMC
PN 000A3467 ®; TEM, Bordeaux, France)), et intubfis d’insérer le microprayer entre les
cordes vocales (figure 27).
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Figure 27 : Contention d’un rat lors d’'une aérasation intra-trachéale a I'aide du microsprayer®.

Les rates ont été vaccinees par administration @uodine aux jours 0, 14 et 28. Deux
semaines apres la derniere nébulisation, les ratie€té sacrifiées par une injection intra
péritonéale de 0,5 ml de sodium thiopental (Peath®; Abbott, Rungis, France). Aprées
l'ouverture de la cavité abdominale, I'incisionl@®rte abdominale permet le prélévement de
1,5mL de sang. Le sérum est récupéré apres cayatifm a 1000 g pendant 10 min a 25°C.
Le lavage broncho-alvéolaire (LBA) a été réaliseljigection de 10 ml de DMEM a travers
une canule intra trachéale (1,2 mm de diametrenejguis ré-aspiration du liquide de lavage
broncho-alvéolaire. Les échantillons (sérums et LBAt ensuite été conservés a -20 ° C. La
réactivité des sérums et de LBA est ensuite analps¢ ELISA (cf. paragraphe 7.2). Toutes
les procédures animales ont été réalisées selgoroexoles approuves et en conformité avec
les recommandations pour l'utilisation et le sa@3 dnimaux de laboratoire, des expériences
ont été approuvées par le comité d'éthiqgue animagenale (Centre-CREEA Limousin,
France).

7.4 Evaluation du transfert de gene par mesure de&c anti-HEV par ELISA

Les échantillons ont été analysés par ELISA posrdeticorps spécifiques dirigés
contre la protéine de capside de 'HEV, mais aassire les protéines L1 sauvage et mutées
des vecteurs. Des pseudo particules virales d’HIfV été produites selon le méme protocole
gue les pseudo particules virales d’'HPV-16 saueag@himériques.

Une solution de PBS 1X contenant 100ng de VLRsi@sosée dans les puits d'une
plaque a 96 puits et incubés pendant 18 h a 4°€plds sont ensuite saturés avec glde
PBS 1X contenant 1% de sérum de veau foetal (S€R)lgnt 1h a 37°C. Apres élimination
de la solution de saturation, 100 de sérum dilués dans du tampon de dilution dOQ.&u
1/256000 (PBS 10X, SVF 10%, Tween 20 2%) sont agpupres 1h d’incubation a 37°C et

4 lavages avec du PBS contenant 0,1% de Tweere2@nticorps fixés spécifiguement sont
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détectés par l'addition de 10@0L d’anticorps de mouton anti-lgG de rat couplésaa |
péroxydase (AAR10P, AbD Serotec) dilués dans Igptande dilution. Aprés 1h d’incubation

a 37°C et 4 lavages, la réactivité des anticorpséeglée par I'addition de 1QQ. de solution

de substrat contenant 1 mg/mL d’o-phényléne dianein®,03% d’'H202 dans du tampon
citrate (acide citrique 25 mM, Na2HPO4 50 mM). Apré0 minutes d’incubation dans
'obscurité & température ambiante, la réactionaegdtée par addition de 1QQ d’acide
sulfurique 4N. L’absorbance est mesurée a 492 nior@dlate Reader Model 550, Biorad).
Le titre est I'inverse de la derniére dilution danhune absorbance supérieure a 0,2 (seuil de

positivité).

7. 5 L'analyse statistique

Les valeurs sont exprimées comme la moyenne *-8qmt L'importance de la
différence des contréles pour chaque conditionede d été dosée par des non-paramétrique
de Mann Whiteney de chacun des essais jumelés. vdlgairr p de 0,05 ou moins est

considérée comme statistiguement significative.
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Résultats
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3 &5 cycles de
sélection /

Selection sur les lignées
pulmonaires I1B3-1 (CFTR
-/-) et S9 (CFTR restore)

Amplification des
phages sélectionnés

contre sélection Q sur E.coli ER2738
Contre sélection les lignées ‘
cervicales Hela, SiHa, et !
lignées COS-T et 293FT. 5
B.
! ;
TEHENRAQA|
—
TGAQLLH Identification de clone phagique en E coli
TGAQLLH ER2738 et séquencage
THEQFPSH
TTREREFP B - e
THEEEPPE ‘ 55 clones phagiques identifiés ‘
QETHHLE
GTWEPLAA }
NTEQATA
FPATAAS ‘ 39 clones efficacement séquencés
PHEMNEAQ '
PHENEAQ J
PHEMNEAQ -
FHEMNEAQ 31 motifs
PHEMNEACQ
PHENRAQ
PHENEAQ
EHEMNRAD
VDRELQQE
VYVDELQOE
IENEDML
ISGNEDIL
FEGPSAH
YSFSES58 C.
NSPSQTM i
KOS AGA pHi GRAVY
ATPSAGT PHPNRAQ 10.18 -2.300
GLTQHRY
oL TSHRY TGAQLLH 6.40 0.229
SLPLLPG _
LeALSHT VDRLQQK 8.72 1.557
AGPLVQEFE GLTQHRY 8.75 -1.400
ISNKDIL 5.84 0.157

Figure 28 : A. Représentation schématique de ltileation de motifs spécifiques des cellules puirabes B.
Alignement des séquences protéiques identifiéeplpage display sur les lignées pulmonaires (IB3-39) et
génération du sequence consensus. C. Tableau dpsiépgs physico-chimique des séquences protéiques
identifiés (pHi = potentiel hydrogéne isoélectrifjyedice d’hydrophobicité, GRAVY (Kyte and Doolit

1982))
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1. Identification de nouveaux ligands spécifiqueseas$ cellules pulmonaires

par la technique de « phage display ».

Les techniques dites « de présentation » (displagmnme le Phage Display,
permettent de sélectionnar vitro des séquences (nucléotidiqgues ou protéiques) pammi
banque de grande taille 18 132 clones distincts) en fonction des propriétés diiaction
protéine-protéine, protéine-peptide ou protéine-AD kit Ph.D.™-C7C Phage Display
Peptide Library de chez New England Biolabs, wilime banque de 1,2°1otifs aléatoires
de 7 aa contraints par 2 cystéines. Ce motif essbfuné en N-terminale a la protéine mineure

de manteau PIII du bactériophage filamenteux M18g@eptides sont présentés par phage.

Ce kit nous a permis de sélectionner des ligandgoomationnels potentiellement
spécifiques des cellules pulmonaires par séleat&s bactériophages sur cellules humaines
de lignées pulmonaires (S9, IB3-1) avec contreetiéle sur des cellules de carcinome du col
de l'utérus (CasKi, SiHa et Hela), mais aussi sauties lignées de cellules tumorales
(COS-7 et 293FT). Apres 3 cycles de sélectionsoetre-sélections, les phages ont été
séquenceés. Sur 55 clones étudiés, 39 sequenceéstanivtenues dont 31 étaient exploitables
avec 21 séquences différentes (figure 28). Aucun@rasente d’homologie avec un ligand

connu apres alignement sur les bases de données.

La séquence protéiqgue PHPNRAQ a été retrouvéess les séquences TGAQLLH,
GLTQHRY et VDRLQQK 2 fois. Pour la suite des traxaseules les séquences PHPNRAQ
et VDRLQQK ont été retenues : PHPNRAQ pour sa feége de détection (8 fois) et
VDRLQQK pour son faible degré d’hydrophobicité awas charges positives a PH neutre,

les membranes cellulaires étant chargées négatiteme

2. Modification de la protéine de capside L1 de I'RV-16 par insertion d’'un

motif de ciblage dans les boucles antigéniques DEF ou FG.

Afin de modifier le tropisme de I'HPV-16 en les mgeant vers les cellules
épithéliales pulmonaires, la stratégie adoptée msist® a insérer dans les boucles
antigéniques de la L1 des motifs de ciblage pulrimenatrois motifs décrits dans la
littérature, ainsi que les deux motifs identifi#@éqddemment. Les trois ligands décrits dans la
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littérature avaient été également été identifiéslpdechnologie de phage display. Deux de
ces ligands, désignés P1 (THALWHT) et P2 (RFDSLKM)t été sélectionnés sur la base de
phages se liant respectivement aux cellules 16HBe®4 CFT-2, et le troisieme, P3
(GHPRQMSHVY), a été sélectionné pour une plus geagfticacité d’internalisation dans les
cellules CF-KM4. Les ligands P4 et P5, PHPNRAQ BRLQQK, ont été sélectionnés pour
leur capacité de liaison aux cellules IB3-1 et S9.

Chaque motif a été inséré dans la boucle antigénigfa (en position 140/141). En
plus, les motifs P1 P2 et P3 ont été inséré dabsuale EF (en position 179/180). Le motif
P1 a aussi été inséré dans la boucle FG (en pog@d/284) de la protéine L1 de 'HPV-16
(figure 29). Les constructions avec les peptides P2 et P3 étant déja présentes au

laboratoire, seules les constructions inseramdeseaux peptides P4 et P5 ont été généres.

BC CD DE FG HI Boucle antigénique
A HPV16 L1 LI— ] ] | 1
. 5068 79 95 111 152 164 234 257 2990 349 360 505 Position nucléotidique
PI1DE 1 [ || | | ] 512
141
THALWHT
PI1EF 1 512
179 f \180
THALWHT
PIFG UN— I | ] 512
283/ \184
THALWHT
P2DE 1 I I | 1 512
140/ \ 141
RFDSLKV
1 512
P2EF AN
RFDSLKV
P3DE 1 T 1 I ] 515
141
GHPRQMSHVY
P3EF 1 515
179/ \180
GHPRQMSHVY
P4DE ll:-:-:T I T I | ] 512
140/ \141
PHPNRAQ
P5SDE 1 I ] T | 1512
140/ \ 141
VDRLQQK

Figure 29 : A. Représentation schématique desrdiffés constructions des mutants de L1 de I'HP\LES.
peptides P1 (THALWHT), P2 (RFDSLKYV), P3 (GHPRQMSH)/Y4 (PHPNRAQ) et P5 (VDRLQQK) ont été
insérés dans les boucles DE, EF et EF de la LTHRVIL6.B. Représentation schématique de la stractur
tertiaire de la protéine L1 de I'HPV 16 (d'aprese@het al, 2000). La protéine L1 possede 6 boucles
antigéniques. Les boucles BC (vert), DE (violetl; §aune), FG (rouge) et HI (orange) sont orientées
I'extérieur de la capside, la boucle CD (bleue)cg®ntée vers l'intérieur.
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2.1. Insertion des nouveaux ligands P4 et P5 darssboucle DE de 'HPV16 L1
Les séquences des motifs P4 et P5 dans la bougleddEinsérées en position 140/141 par

mutagénese dirigée (figure 30).

Figure 30: Principe de la mutagénese
dirigée par PCR Dans la premiére étape,
les amorces vont apporter et insérer le
motif a la position voulue et générer des
HPV16 L1 Rev fragments chevauchants amont et aval qui
seront assemblés lors de la seconde étape.
Les 2 premieres réactions concomitantes
vont amplifier 'amont et I'aval du gene
L1 optimisé de référence a partir de la
matrice, le plasmide pGA4 16L1, en
ajoutant en 3' et 5', respectivement, la
PV16 L1 Rev séquence du motif a I'extrémité du
fragment généré. Les 2 fragments ont alors
leur extrémité chevauchante, le géne
chimérique est obtenu lors d'une 3éme
réaction de PCR qui va amplifier la totalité
motif de la construction grace a des amorces
extérieures.

HPV16 L1 Fo_r> \Efpt|de position For

Peptide position R&V\

1I

D —————

HPV16 L1 Fol

I

~_ -
/ I
<t

La premiere PCR a généré 2 fragments chevauctaants)t et aval, intégrant le motif
en utilisant comme matrice le plasmide pGA4 16lLisaque les couples d’amorces HPV16
L1 For avec P4 140/141 Rev ou P5 140/141 Rev ettdapart P4 140/141 For ou
P5 140/141 For avec HPV16 L1 Rev. Le fragment amesetvisualisé pour les mutant HPV16
L1P4DE et HPV16 L1P5DE a environ 400pb (441pb tigg@), il code les 140 premiers aa
de la protéine ainsi que le motif (figure 31). lragment aval est visualisé pour les mutant
HPV16 L1P4DE et HPV16 L1P5DE a environ 1000pb Qphlthéorique), il code les 363

derniers aa la protéine ainsi que le motif (figBiig.

N N
A \/ \/ O‘" B. QQ,(DQQ/
MT &<
v MT
: ! “ - ] Matrice ‘
<= Fragment aval -g <+— Géne chimérique

<= Fragment amont

Figure 31 : A. Insertion du motif. B. Générationgkne chimérique (A) et (B) Séparation électroptigué des
produits de PCR surgel d'agarose 0,8%. MT : mamdepoids moléculairk Hindlll DNA.
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La seconde étape a permis d’obtenir la séquencenuthnt en utilisant comme
matrice les fragments amont et aval obtenus lors ggemiéere étape de PCR et les amorces
HPV16 L1 For/HPV16 L1 Rev. Apres 10 cycles de P@Re bande a environ 1500pb
(1656pb théorique) est visualisée, corresponddattaille attendue des deux séquences L1
chimériques, ayant inséré soit le motif P4 soimietif P5 en position 140/141, chimérique
(figure 31.B.).

Apres purification des produits de PCR, les ségeehd chimériques ont été clonées
dans le plasmide pCR®2.1-TOPO afin d'étre cont®lgar séquencage (figure 32). La
ligation des produits de PCR est faite par TA-aigniDes bactéries DH5ont ensuite été
transformées avec les différentes ligations L1 PADEL1 P5DE et la présence de l'insert a
éte vérifiee apres minipréparation d’ADN plasmidicet digestion par les enzymes BamHI et
Hindlll (Figure). La présence d'un insert d’'unell@aide 1500 pb indique l'insertion des
séquences de L1 mutant dans le pPCR®2.1-TOPO psutdees pCR2.1/L1P4DE 2 et 3 ainsi
que pCR2.1/L1P5DE 1, 2 et 3. Le séquencage n'aéuaé$c de mutations non silencieuses
non deésirées. Les séquences des clones pCR2.1/ELR4&t pCR2.1/L1P5DE 3 ont été

validée et sont retenus pour la suite des expétatiens (résultats non montres).

Site Topo-isomérase

I Crmutant] PCR 2.1 TOPO

pCR2.1 pCR2.1
Ligation L1 P5DE L1P4DE
1 2 3 MT 1 2 3

[

-
o Hment s b s s — 15007b

pCR 2.1/ L1 mutant

Figure 32 : Construction des plasmides pCR2.1 /ADPet pCR 2.1 /L1 P5DE.

A. Représentation schématique de la constructiep@® 2.1 /L1 PADE et pCR 2.1 /L1 P5DE par ligati@s d
produits de PCR des L1 mutants et du plasmide pCR®PO par TA cloning. B. Analyse par migration
éléctrophorétique en gel d'agarose 0,8 % apréspndiparationd’ADN plasmidique et digestion avec les
enzymesBanH| et Hindlll. Les clones positifs présentent useart de 1400 pb. MTx Hindlll
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2.2. Production des baculovirus codant les HPV16 LR4DE et HPV16 L1 P5DE

Les différentes séquences L1 P4DE et L1 P5DE obteétisées des plasmides
pCR2.1-TOPO afin d’étre sous-clonées dans le plsmpiastBac™ Dual sous le promoteur
de la polyhédrine. Les plasmides recombinants tinutlisés pour générer des baculovirus

recombinants selon la procédure de Bac-to-Bacr@iga. A.).

Dans ce but, les plasmides pCR2.1 /L1 mutant &jusile pFastBac™ Dual ont été
digérés par les enzymes de restriction BamHI Hiraflh de sortir I'insert (les séquences L1
mutant) et d’ouvrir le vecteur pFastBac™ Dual. Aphgation et transformation, les pFBD
recombinants ont été vérifies par restriction emayque (BamHI/Hindlll). La Présence
d’'une bande a environ 1500pb, correspondant ailla tke la séquence des L1 chimérique
théorique, valide l'insertion des L1 P4DE et L1P5&4dhs le pFBD (figure 33 B.).

BamH| Hindlll BamH]I L1 mutant P5DI L1 mutant P4D
v v Hindlll M1 2 3 12

Byl rﬁ =
pFastBac™ Dual

pCR 2.1/ L1 mutant

\l/ Digestion par BamHI et HindITI \l/
Purification des fragments d’intérét
N2
v PO
N N

Lo
' «—4218 pb
Ligation . ol

pFBD L1 mutant

Figure 33: Construction des plasmides pFBD/L1-mutgntransposition dans le Bacmide. A. Représeamtati
schématique du clonage des L1 mutant dans le p&a®¥tBDual aux sites de restricti@amH Hindlll. B.
Vérification de l'insertion des séquences L1 mut@®DE et P4DE dans le pFastBacDual par séparation
electrophorétique sur gel d’agarose aprés digestimymatique BamH/Hindlll) du plasmide recombinant. La
bande observée a environ 1500pb étant la séqudnrBP&DE et L1-P4DE. C. Vérification de la transpositdes
pFBD L1P4DE et pFBD L1P5DE dans le bacmides ded@4c™ par PCR et séparation électrophorétique
sur gel d’agarose. Les bandes observées a envd@dph vérifient la transposition des séquences 2D et
L1-P4DE dans le bacmide. MTA:HindlIl.
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Des bactéries DH10Bac™ ont été transformées aweplésmides pFBD/L1P4DE,
pFBD/L1P5DE. La transposition des genes chiméras s bacmides a été vérifiée par PCR
en utilisant les amorces M13/pUC Forward etM13/pB€verse. La visualisation d’un
fragment d'environ 4000 pb soit 4218pb théoriquesepb correspondant au pfastBacDual +
1656pb correspondant aux L1 chimériques) confiregectransposition (figure33. B.). Un
clone positif est utilisé pour la transfection deflules Sf21, le surnageant de transfection est
ensuite utilisé pour I'infection des cellules Sfafin de produire la protéine de HPV16 L1
PADE et HPV16 L1 P5DE en systeme baculovirus/@dldiinsecte.

3. Production des pseudo-particules virales chimégues.

Les baculovirus des différents mutants insérantplgstides P1, P2 et P3 dans les
boucles DE, EF et FG de la protéine L1 de I'HPV{&iaéeté produits précédemment a mes
travaux de these. L’efficacité du ciblage versdeBules pulmonaires 16HBe140- des VLP
chimérigues marquées au CFDA-SE avait été déteenipé comparaison du pourcentage de
cellules fluorescentes avec le pourcentage deleslldelLa fluorescentes. Seules les VLPs
chimérigues montrant une efficacité de ciblage sapée a 2 par rapport aux VLP wt (3,3 a
7,7 fois) ont été choisies pour la suite des étudkedgransduction; c'est-a-dire les mutants
HPV16 P1 (DE, EF et FG), P2DE et P3EF.

Les différents baculovirus P1DE, P1EF, P1FG, P2P&EF et LIWT déja présents
au laboratoire et les nouveaux baculovirus PADESRIE ont étée amplifiés pour infecter des
cellules d’'insecte Sf21. Les protéines recombiraptésentes dans la fraction nucléaire des
cellules ont été purifiées sur gradient de ClCsteAmnalyse des fractions du gradient par
ELISA, les plus forte absorbances sont observées lga fractions entourant de densité 1,27.
Les fractions contenant le plus de protéines L1 sécoltées puis les VLPs recombinantes

purifiées par ultracentrifugation.

En microscopie électronique, toutes les protéingschimériques sont capables de
s’auto-assembler en VLPs avec un diamétre est m@anv5 a 50nm (la taille attendue),
correspondant a celle des VLPs de L1 sauvagesdfigd). Cependant la quantité de VLPs
varie sensiblement d’'une production a l'autre eindmutant a I'autre. De plus, les VLPs de
certains mutants sont de plus ou moins bonne cmafioon.
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Sur cet exemple de production, tous les échangilfoontrent un assemblage de L1 en
VLP d’environ 45 a 50nm de diametre, mais ausprésence de VLPs moins bien formées et
de plus petites tailles. Toutefois, la présenceca@someres et de petites VLPs sont aussi

observées dans les préparations de VLP wt.

Figure 34 : Observation de VLPs composées des L'H#/16 sauvage (L1 wt) et chimériques (P1DE, P1EF
P1FG, P2DE et P3EF) en microscopie électroniquarssinission apres coloration a I'acétated’uranydésl

L’expression des protéines L1 recombinantes a été#ide par immuno-empreinte,
avec un cocktail d'anticorps primaire composé @mticorps monoclonal CAMVIR-1, qui
reconnait un épitope présent sur la boucle EF dellale 'HPV-16 et des Il'anticorps
monoclonaux H31.1D24 et F7 qui reconnait un épifmgsent sur la boucle FG, cela afin de
s’affranchir des modifications antigéniques powigment induites par insertions. Apres
révélation, les bandes correspondant aux diffésdntesont observées a 60KDa (figure 35).

$ & O & & & © &
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Figure 35: Analyse des productions aprés purificatsur gradient de chlorure de césium des VLPs &1 d
I'HPV16 sauvage et chimériques par immuno-empreife : BenchMark™ Protein Ladder

L’intensité des bandes reflétant la quantité dedafs I'échantillon montre une bonne
production des protéines sauvages. Dans cetteierpér les bandes correspondant aux L1
chimériques P1DE P3EF et P5DE sont les plus insetas®lis que les L1 chimériques P1EF
et P2DE sont les plus faibles. Cependant, ce pasttoujours le cas. Afin d’homogénéiser
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les quantités de VLPs pour la suite de I'expérimton, un dosage des protéines totales de
chaque échantillon est effectué avec le test Quiut®mL). La méme quantité des protéines
est ensuite analysée par immuno-empreinte afiréfieidla proportion de protéines L1 dans
les différentes productions et ainsi normaliser deantités de VLPs utilisées par la suite
(tableau 4).

Tableau 4 : Normalisation entre immuno-empreinted@sage protéique au Qbit®. Exemple de production
montrant une cohérence entre les bandes visuaksésmuno-empreinte et le dosage protéique efteptu le
Qbit®. Les valeurs numériques obtenues avec |eBYmnt retenus pour quantifier les L1.

Construction HPV16 Immuno-empreinte Dosage test Qbit®

HPV16 L1 P1DE — 1580 pg/mL
HPV16 L1 P1EF 497 pg/mL
HPV16 L1 P1FG 430 pg/mL
HPV16 L1 P2DE ab 1058 pg/mL
HPV16 L1 P3EF - 1182 pg/mL
HPV16 L1 PADE — 1142 pg/mL
HPV16 L1 PSDE — 1200 pg/mL
HPV16 L1 wt - 3120 pg/mL

4. Optimisation du transfert de géne

Les premiers essais de pseudo virions avec les SHimériques n'avaient pas
permis de détecter un transfert de gene dansgieéds pulmonaires. Plusieurs essais visant a
ameéliorer la détection ainsi que d’optimaliser tieicture du PsV et le transfert de géne ont

été comparés.

4.1. Utilisation du plasmide pGL4.13uc

Ainsi, afin d'optimiser de la détection transfate gene, le plasmide pGL4.13
(SV40/luc2), et le plasmide pGL3 (utilisé habiteallent au laboratoire), ont été utilisé pour
la production de pseudovirions par dissociatiorsséaiation. Aprés 48h d'infection de
cellules COS-7 par les PsV d’'HPV16, I'évaluation|@xpression luciférase a montré une
détection du transfert de gene de 3,6 fois sup&riauec l'utilisation du pGL4.18ic par
rapport a l'utilisation du pGL3 control (figure 36Pour la suite des expérimentations,
I’évaluation du transfert de géne a été réaliséatiirant le plasmide pGL4.18c.
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p=0,008

Expression luciférase (RLU)

pGL4.13 pGL3 control

Figure 36 : Comparaison du transfert de géne dnleeCOS-7 des PsV d’HPV16 en utilisant les plassid
pGL3 et pGL4.13. L'expression luciférase est exgenen RLU.

4.2. Incorporation de la L2 dans les pseudovirions

4.2.1. Production des VLP L1/L2

Il avait été montré que des PsVs constitués destlLP sauvage d’HPV16 ont une
meilleure capacité de transfert de géne que less Revistitués de L1 seule. Ainsi, afin
d’augmenter I'efficacité de transfert des PsVs d@hriques, la production des VLPs s’est fait
par la co-infection des sf21 par le baculovirusatada protéine L1 mutée et le baculovirus
codant la L2 de I'HPV-16 couplé a la streptactin2SA) pour faciliter sa purification.

Aprés purification sur gradient de chlorure daws les différentes productions ont
été analysées en microscopie électronique a trasgmi (figure 37). L'insertion de la L2
conduit a une meilleure conformation des VLPs empmaraison aux VLPs composés
seulement des L1, notamment pour les VLPs chimésiqRLDE, P1FG et P2DE. Cependant
des VLPs de grande taille (P2DE et P5DE) mais alsgetite taille (P2DE, P3EF, P4DE,
P5DE et wt) sont aussi visualisées.

Figure 37 : Observation de VLPs L1/L2 de 'HPV16mmsées des L1 sauvage (L1 wt) et chimériques (P1DE
P1EF, P1FG, P2DE et P3EF) en microscopie électmenigtransmission aprés coloration a I'acétatedidea
1,5%. La barre d'échelle représente 50nm.
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Afin de vérifier si la protéine L2 est incorporéax VLPs, des billes de sépharose
protéine A préalablement incubées avec des anficdipgés spécifiguement contre la
protéine L1 de 'HPV16, ont été mis en contact at@pg de chaque production. Aprés
immunoprécipitation, la présence de la L2 est agypar immuno-empreinte (Figure 38).
Avec un anticorps polyclonal anti-L2, une bandeeob&e a environ 90KDa concordant avec
la taille théorique de la protéine L2SA (la progin2 : environ 70 kDa, additionnée de la
masse de la streptactine : environ 17,6 kDa). Gigognen comparant le signal anti-L1 de ces
mémes productions, les différences de concentraioln?2 observées par immuno-empreinte

coincident avec les variations de quantités dedsldifférentes préparations (figure 38).
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Figure 38 : Analyse des quantités de L2SA dangieductions de VLPs L1/L2 aprés purification suadient
de chlorure de césium des VLPs L1 de 'HPV16 saewetghimériques par immuno-empreinte.
MT : BenchMark™ Protein Ladder

4.2.2 Efficacité de transfert de gene des pseudoiins L1/L2
Apres dissociation-réassociation, les PsV HPV161OF/L 2 ont été évalué pour le
transfert de gene sur des cellules COS-7 en coimsparde PsVs L1 mutant seul. Apres 48h,
I'expression luciférase induite par I'infection #leug, 5ug, 2,509 et 1,25ug de PsVs a montré
une augmentation du transfert de gene, d'un factéurl0,2, 12,3 et 60,4 respectivement,
pour les PsV intégrant la protéine L2, (figure 39).
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Figure 39 : Evaluation du transfert de gene paPl&¢ HPV16 L1P1DE et HPV16 L1P1DE/L2 par expression
luciférase en cellules COS-7. L’expression luciéérast exprimée en X1RLU.
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Une augmentation du transfert de géne est aussingde pour les PsVs L1 P1EF,
L1 P1FG, L1 P2DE et L1 P3EF co-exprimant la L2 iagaport au PsVs L1 seule. L'infection
de cellules COS-7 par 10ug de PsVs indique, 48Hh-ipfesction, une augmentation de

I'expression luciférase d’un facteur de 2,2 a 10rges PsVs co-exprimant la L2 (tableau 5).

Tableau 5 : Comparaison du transfert de géne pad¥'s L1 seules et les PsVs L1/ L2 chimériquessilules
COS-7. Lefficacité de transfert géne est évaluéelexpression de la luciférase (exprimé eARI0J) aprés
48h d'infection par 10pug de PsVs encapsidant lasmplde pGL4.13. NT : non testé. Efficacité : Rappler
I'expression luciférase des PsVs L1/L2 et I'expi@ssuciférase de PsVs L1. Données pour une espée.

Transfert de gene Augmentation de

Séquence

PsVs L1 PsVs L1/L2 I'expression luciférase
P1DE 633 6346 10,0
P1EF 228 2192 9,6
P1FG 438 1987 4,5
P2DE 621 1341 2,2
P3EF 582 2198 3,8
L1 wt 894 7481 8,4

La capacité de transfert de géne des PsVs d’'HP3&lvage L1/L2 a aussi été
évaluée sur difféerentes lignées : 3 lignées d’aggpulmonaires (IB3-1A608-CFTR), S9
(CFTR restoré) et 16HBel40-), 2 lignées issues damcer du col de l'utérus (HelLa et
SiHa) ainsi que 2 lignées rénales (COS-7, 293Rgli@ 40).
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Figure 40 : Evaluation du transfert de géne paresgion de la luciférase (RLU x10ng) aprés infection de
PsVs d’HPV16 L1/L2 wt sur les différentes lignéemnales (COS-7, 293FT), cervicales (HelLa, SiHa) et
piulmonaires (IB3-1, S9 et 16HBe140-).
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Les lignées pulmonaires sont difficilement trantdble par les PsVs d’'HPV16 avec
des expressions en luciférase de 0,3 et 0,6 RLUpogr les lignées S9 et IB3-1
respectivement, et de 2,8 RLU/mg pour les celllidBel4o-. Pour les cellules dérivées de
cancer du col de l'utérus, l'infection avec des ®$WPV16 L1wt/L2 induit une expression de
la luciférase de 8,7 RLU/mg pour la lignée HelLa&84t RLU/mg, soit 10 fois plus pour la
lignée SiHa. Les lignées rénales, qui surexprinmefioent 'AgT du SV40 et donc amplifient
I'expression des plasmides codant pour la lucirasontrent des taux d’expression tres
élevés, allant de 3300 et 21000 RLU/mg respectimerpeur les lignées 293FT et COS-7.
Pour la suite des expériences, nous avons séleéties 3 lignées pulmonaires 1B3-1, S9 et
16HBel40-, ainsi que la lignée cervicale SiHa pmmmparaison des éfficacité de transfert.

5. Evaluation de lefficacité du transfert de genedes PsVs chimériques

L1/L2 in vitro sur les lignées de cellules pulmonaires

Les sept pseudovirions L1 mutant/L2, codant poulutaférase, ont été produits
selon un procédé de dissociation-réassociation.RS¥s ont montré qu’ils étaient capables
de transfert de géne ; avec des expressions lasgémoyennes de 3,4°16t 2,6.16 en
cellules rénales 293FT et COS-7 respectivemestilfgs non montrés).

Afin d’évaluer si linsertion de peptides de cibbaguugmente les capacités de
transfert de géne des PsV dans les cellules dédgypulmonaires, les pseudovirions ainsi
générés ont été étudiés pour leur capacité deférame géne sur 3 lignées de cellules des
voies aériennes : IB3-Ab08-CFTR), S9 (CFTR restoré), et 16HBel4o- ; esdare lignée

cellulaire de cancer du col de 'utérus : SiHa.

Le PsV chimérique L1 P1DE/L2 montre une augmentatio transfert de géne par
rapport au PsV wt dans les cellules pulmonairexesvicales. Cette augmentation est
significative dans les lignées IB3-1, S9 et 16HRelalvec une expression luciférase de 3522,
1649 et 19660 RLU/mg respectivement par rapportPaV sauvage (519, 285 et 2870
RLU/mg). Les PsV Llmutant/L2 P1EF, P1FG et P2DEntre une augmentation non
significative dans les 4 lignées sauf pour le muRRRDE dans la lignée 16HBel4o- qui

montre une diminution de I'expression luciférase. RsV chimérique L1 P3EF/L2, montre,
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comme le mutant P1DE, une augmentation signifieadiv transfert de géne, dans les lignées
IB3-1 et S9 avec une expression luciférase respedt 2987 et 1041 RLU/mg par rapport au
wt (519 et 285 RLU/mg). Cette augmentation n’es grouvée avec la lignée 16HBel4o-.
Le PsV chimérique L1 P4DE/L2 montre une diminutcntransfert de gene et ce dans les 4
lignées, cervicale et pulmonaire. Le PsV chimérique P5DE/L2 ne montre pas
d’augmentation particuliere du transfert de genasdkes IB3-1 et S9. Cependant, une
augmentation significative de I'expression luciB@aest retrouvée en cellules 16HBel4o-
(19460 RLU/mg) par rapport au PsV sauvage (2870 /Rig). De plus, une diminution
significative de I'expression luciférase est visgalpour les cellules de tropisme naturel SiHa
(1592 RLU/mgQ) par rapport au PsV sauvage (84685/Rid) (figure 41).
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Figure 41 : Evaluation du transfert de géne deferdints PsVs chimériques observé dans 3 lignéadaieds
d’origine pulmonaire (IB3-1, S9 and 16HBel40-) redignée cellulaire d'origine cervicale (SiHa) quamé au
PsV sauvage. Le transfert de géne est évaluatioeqpaession luciférase et exprimé en RLU /mg adgimes.
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L’augmentation du transfert de géene a été évalugec@amparant I'expression
luciférase calculée entre les pseudovirions mutantes pseudovirions sauvages pour les 3
lignées pulmonaires. En cellules IB3-1, les rat@xpression luciférase les plus importants
sont calculés avec les PsV L1 P1DE/L2 et L1 P3DE[uRcomparé aux PsV wt montrent
une augmentation du transfert de géene, respectivie®@ et 5,7 fois supérieure. Lorsque la
fonction CFTR est restore, c'est-a-dire en cell@@sseul le mutant L1 P1DE/L2 montre une
augmentation du transfert de gene supérieure &55®) supérieure aux PsV wt ; les PsV
mutants P1FG P3EF et P5DE augmentant le transfegede respectivement de 4,9, 3,6 et
3,2 comparé au PsV sauvage. Dans la lignée 16HBeld® PsV L1 P1DE/L2 et L1
P5DE/L2 augmente, respectivement, de 6,9 et 6s8'i{pression luciférase évaluée avec les
PsV L1wt/L2 (tableau 6).

Tableau 6 : Augmentation du transfert de géne dsehts PsV chimériques en cellules pulmonailBs-1, S9

et 16HBe (ratio de I'expression luciférase obseavéc les PsV mutant comparé aux PsV sauvagesjlieeide

ciblage pulmonaire. Le ciblage est le ratio enteigmentation du transfert de géne observée enlesll
pulmonaire et 'augmentation observée en cellugsicales SiHa. Les valeurs en gras sont les ratos

Augmentation du transfert de

R . Ciblage pulmonaire
gene en cellules pulmonaires

L1 mutant

IB3-1 S9 16HBe IB3-1 S9 16HBe
Wt 1 1 1 1 1 1
P1DE 6.8 5.8 6.9 1.7 1.4 1.7
P1EF 2.0 2.0 4.1 0.8 0.8 1.6
P1FG 1.4 4.9 2.0 0.3 0.9 0.4
P2DE 2.2 2.5 0.1 1.4 1.6 0.1
P3EF 5.7 3.6 04 2.9 1.8 0.2
PADE 0.2 0.3 0.1 46.14 71.7 36.9
P5DE 0.5 3.2 6.8 27.5 172.1 360.6

6. Evaluationin vitro du ciblage sur lignée de cellules pulmonaires d&sV

chimériques L1/L2
La spécificité cellulaire, ici le ciblage pulmorair des différents pseudovirions

chimérigues a ensuite été évaluée en comparaptd'ssion de la luciférase entre les lignées
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de cellules des voies respiratoires et la lignd¢aSLe coefficient de ciblage a été calculé
pour chague mutant (le ratio d'expression de ldfdiase des pseudovirions mutants a
I'expression de luciférase observée avec les pseigls sauvage dans les cellules
pulmonaires, divisé par le ratio d'expression kra$e pour pseudovirions mutants a
I'expression de la luciférase avec les pseudowrsauvage dans les cellules du col utérin). Le
ciblage est faible pour la plupart des mutantsQ(@ea 2,9), car I'augmentation de I'expression
du géne luciférase a été observée a la fois danselkiles cervicales et les cellules des voies
respiratoires. Toutefois, pour les mutants et PAEEDE, ciblant les cellules des voies
respiratoires humaines a été trés fortement augmeait jusqu'a un facteur de 360 observé
avec P5DE pseudovirions mutantes dans les cellilielBel4o- (tableau 6). Cependant, le
mutant PADE ne montrait pas d’augmentation du teande gene. Il convient de noter que
cette sélectivité pour les cellules des voies ratres est due a la fois a une augmentation
de I'expression de la luciférase dans des celtidss/oies respiratoires et a une diminution de
I'expression de la luciférase dans des cellulesa Sit¢ qui est le cas seulement pour le mutant
L1 PSDE/L2 en cellules 16HBel4o0-.

7. Evaluation de I'efficacité du transfert de genén vivo a I'aide de PsV

Ces études ont été réalisées chez des rates peagtianj pulmonaire par
I'intermédiaire d'aérosol de pseudovirions codaatipla protéine de capside du virus de
I'hépatite E. L'efficacité du transfert de géne ewsurée par la production d’anticorps anti-
HEV chez les rates. Si les pseudovirions sont dapate transfecter les cellules cibles de
I'animal, la protéine de capside de 'HEV sera éxge dans les cellules de I'organe ciblé. La
réponse immunitaire systémique en découlant paireaévaluée. De cette facon, la réponse
anti-ORF2 de I'HEV déterminé par ELISA sera le eefle taux de transfert de gene des PsVs

in vivo.

7.1. Résistance des PsV de papillomavirus aux praEs de génération d’aérosols

Des études précédentes au laboratoire avaienséstiles PsV de papillomavirus
pour des essais de vaccination en délivianvivo le gene de 'HEV. Ces études montraient
que les PsV d’'HPV31 transfectent efficacement &kiles de souris et leur injection conduit
a une forte réponse anti-HEV. Notre cible étant tinéeapie génique pulmonaire, nous avons
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en premier voulu tester ces méme PsV afin d’évdauarrésistance avec différents dispositifs
d’aérosolisation utilisée en thérapie pulmonairsmaine.

Pour cela, des VLPs de L1 d’HPV31 ont été utilisdes production, analysée en
microscopie électronique a transmission, montre pladuction de VLP de bonne
conformation et de diametre attendu (figure 42)s Pseudovirions ont été générés par la
technique de dissociation—réassociation, en utiliaplasmide pGL3 codant la luciférase

Figure 42 : Observation de VLPs d’HPV31 composées protéines majeures de capside L1 en microscopie
électronique a transmission aprés coloration &tate d’uranyle 1,5%. La barre d’echelle represbaten.

Les préparations de pseudovirions HPV31lud/ont été nébulisées avec trois
dispositifs différents couramment utilisés en aéltbgrapie humaine : (1) un nébuliseur a jet,
LSTAR PARI couplé a un compresseur d'air Turbob®), un nébuliseur ultrasonique
LS290® dont les vibrations haute fréquence prodiisges microgouttelettes, (3) un
nébuliseur a tamis, I'’AeronebSolo® qui génere dasiqules d’aérosol par action de micro-
pompage au niveau d’une membrane perforée. De @use microsprayer IA-1B ® utilisé

chez le rat et qui généere des microgouttelettesdpaompression en bout de seringue, a été

testé.
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Figure 43: Evaluation de I'effet délétere de difidis procédés d’'aérosolisation sur la capacitéalefert de
géne des pseudovirions HPV31l lt! Les valeurs sont exprimés en % de transfert obsemer les
pseudovirions sans traitement.
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Apres nébulisation de 100ng de PsV HPWid/avec les différents appareils, les
aérosols ont été récoltés et déposés sur deseseROBFT afin de vérifier I'intégrité de leur
capacité de transfert de gene apres traitementidsedtats sont rapportés au taux de transfert
des PsV sans traitement (figure). Un taux failderensfert est observé avec I'aeroneb® Solo
et le LC® Star Nebulizer (16% et 21% respectivemdandis que les capacités de transfert
de géne des PsV HPV31l Li¢ sont conservées (95% et 88%) avec les appareilgsglé
Ultrasonique LS290® et le microsprayer®.

Le microsprayer® pour lequel une faible inactivataties pseudovirions est observée a
été choisi pour les expérimentatiansvivo, celui-ci permettant une manipulation plus aisés

sur les rongeurs.

7.2. Efficacité de transfert de gene pulmonaire pavaccination aérosol en modéle rat
Les pseudovirions chimériques choisi pour les erpgErtationsin vivo sont ceux

ayant la plus grandes capacité de transfert de dgmeles cellules IB3-1 (CFTR-/-). Ainsi les
pseudovirions HPV16 Limutant/L2 (HPV16 L1 P1DE/RH¥P16 L1 P3EF/L2) ainsi que
les pseudovirions HPV16 L1wt/L2 ont été générésdissociation-réassociation encapsidant
le plasmide d’expression codant I'ORF2 (112-660p€ne de la capside I'hépatite E (HEV).
La réponse anticorps dirigée contre HEV témoigné&ahsfert de géne.

Le protocole expérimental d'immunisation par voéasol consiste a immuniser 48 rates

avec 20ug de PsV, a l'aide du IA-1B-2inchs-micragpr®.

7.2.1 Production de VLP d'HEV

Des VLP d’HEV ont été produite en systeme baculms/tellules d’insecte. Apres
purification sur gradient de chlorure de césiumptaduction est analysée par immuno-
empreinte puis la réactivité des productions de AIHFEV ont été testé en dilution de 2 en 2
(du 1/40 au 1/12889 par ELISA (figure). L'allure des courbes des éiffintes productions
est identique et les quantités de protéines sambhenes avec une absorbance a 490nm a 3
de DO. Un décrochage de la courbe est observé alutiods 1/326™: les 3
productions seront utilisées au ll%pour coater nos plaques lors des tests de réactivi
anti-HEV par ELISA.
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Figure 44 : Observation de VLP d’'HEV en microseogiectronique aprés coloration négative a l'aeétat
d’'uranyl. B.Réactivité des productions de VLP HEAf ELISA en dilution inverse.

7.2.2 Evaluation du transfert de géne par ELISA
Afin d’évaluer la capacité de vectorisatiom vivo, les différents PsV Liwt/L2, L1
P1DE/L2 et L1 P3EF/L2 ont été aérosolisés danpdesnons de rats. Aprés 3 instillations, la
réponse immunitaire contre le transgéne est déteéemafin d’évaluer la capacité de transfert
de géne par voie pulmonaire. La réactivité desépathents, sérum et lavages broncho-
alvéolaires (LBA), ont été analysées par ELISA, &isis de VLP d’HEV mais aussi des

vecteurs homologues a la préparation vaccinale.

Comme il était difficile de quantifier les pseuddens, I'augmentation de la réactivité des
anticorps anti-HEV a été ajustée a la réponse initaite au vecteur (anti-L1) et les titres
observés moyens sont la moyenne géométrique des dié chaque lot de rats. L'analyse des
anticorps seriques permet d’observer un titre mareanticorps anti-HEV de 21 080Qr les
rats immunisés avec les pseudovirions sauvage, BPMiwt/L2hev Chez les rats
immunisés avec les P?\gv,HPV16 L1 P1DE/L2 et P3EF/L2, le titre en anticogugi-HEV
est respectivement de 48 271 et 66 964. L'analgselavages broncho-alvéolaires met en
evidence des titres plus faibles. En effet, les agfrosolisés avec les PsV L1 P1DE/L2 et L1
P3EF/L2, ont un titre d’anticorps anti-HEV de 18{232,5 respectifs, tandis qu’avec les PsV
Liwt/L2 le titre moyen est 7,6.
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Figure 44 : Titre ajusté d’'anticorps IgG anti-HEWservé dans le sérum et les lavages broncho-ale®len
fonction des Ps\Wev (e P1DE, mP3EF ou A L1wt) instillés par aérosol dans les poumons de ratstitiee

moyen de chaque groupe est représenté par une baeprésente la significativité @=0,05 par rapport au
groupe témoin LIWT.

Les résultats obtenus (tableau 7) indiquent que32fais plus important dans le sérum
anticorps anti-HEV s'est produite avec le P1DE ekeugovirions P3EF mutantes,
respectivement (p <0,0001 et p = 0,002). Les tittkamnticorps IgG anti-HEV étaient
beaucoup plus faibles dans les LBA que dans lexséfoutefois, une augmentation de 2 a 4

fois a également été observée avec les deux miffantd,03 et p = 0,003, respectivement).

Tableau 7 : Réponses anticorps IgG anti-HEV obsardaans le sérum et les LBA de rats immunisés grasal
de PsV d'HPV16 encapsidant le plasmide codant I'ORIE I'HEV. (*Les titres en anticorps anti-HEV sont
ajustés aux titres en anticorps anti-HPV L1). TGNMtre moyennegéométrique

Pseudovirions Nb rats Titre en anticorps anti-HEV*
Min - Max TMG p value

0] WT 7 6.4 10 - 2.51¢ 2.11d -
o
S P1DE 8 9.318-7.41d 4.8 14 <110
@
« P3EF 6 3.316-1.310 6.7 1d 210°
0 WT 7 3.5-13.9 7.6 -
o
< P1DE 8 5.9 - 46.9 15.9 0.029
-

P3EF 6 16.3 - 65.0 32,5 370
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Conclusion — Discussion

La mucoviscidose est une maladie génétique domidebidité est due a 90% aux
atteintes pulmonaires. Les traitements développéenty principalement a traiter les
symptémes, contribuant ainsi a I'amélioration desditions de vie des patients, mais ils ne
sont pas curatifs. La greffe pulmonaire semble &reseule thérapie curative efficace.
Cependant, la faible disponibilité des greffons patibles conduit a développer d’autres
stratégies. La thérapie génique est I'une desieakienvisageables, cependant elle reste dans

le domaine de la recherche et son application atirnis n’est pas encore envisagée.

Les pseudovirions de papillomavirus sont capabidransférer des génes dans de
nombreuses lignées cellulaires, en particuliercésiles tumorales. Cependant, le tropisme
naturel des papillomavirus est I'épithélium malpeghet ces pseudovirions sont peu efficaces
pour les cellules de I'épithélium pulmonaire. L'ebjif de ma thése a été de développer de
nouveaux vecteurs de gene dérivés des papillonsawtuavec un tropisme amélioré pour les

cellules pulmonaires.

Afin de modifier le tropisme de nos pseudocapsidesapillomavirus, la premiere
étape de mon travail a été d’identifier de nouvemtifs de ciblage pulmonaire. En utilisant
la technique de phage display, 21 motifs peptidiquéginaux, non décrits dans la littérature,
ont été identifiés par sélection sur les cellulgighéliales bronchique IB3-A608CFTR-/-) et
S9 (CFTR restoré). La séquence protéigue PHPNRA(@ alentifiée 8 fois, et les séquences
TGAQLLH, GLTQHRY et VDRLQQK 2 fois. Parmi ceux-ciseules les séquences
PHPNRAQ et VDRLQQK ont été retenues pour la comsion de capsides hybrides du fait
de leurs caractéristiques physico-chimiques. Ualdaieprésentativité de chague séquence que
nous avons identifié est en cohérente avec ledtaésw’autres études par phage display.
Ainsi, les motifs de ciblage pulmonaire identifie THALWHT (Jost et al, 2001) et
RFDSLKYV (Vaysseet al, 2000)ont été retrouvé respectivement a une fréezpde 3/20 et
6/24. Le motif GHPRQMSHVY identifié sur les cellalgglandulaires de trachée humaine
(CFTR-/-) CF-KM4 est une séquence consensus (Getdaln 2004)(tableau )3
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Tableau 8: Motifs de ciblage pulmonaire identifi€es motifs ont été indentifiés par phages disgay
sélection sur cellules d’origine pulmonaire ou léale

Fréquence de Technique

Motifs détection du motif utilisée Cellules references
™ _ -
THALWHT 3/20 Ph.D.™-7 Phage  16HBeldo Jostet al, 2001
Display HTEo-
RFDSLKV 6/24 Phage construitpar - ~pp 5 Vaysset al, 2000
le laboratoire
GHPRQMSHVY  Séquence consensus phage-tﬁsplgyed CF-KM4 Gaderet al, 2004
hexapeptide library
PHPNRAQ 8/31 Ph.D.™-C7C IB3-1 Cette étud
i ette etuae
VDRLQQK 2131 Phage Display s9

L’avantage théorique du kit de phage display @ilians notre étude est I'utilisation
de phages présentant un peptide contraint. La naéssance avec les cibles (récepteur)
correspondent a une reconnaissance spatiale gilu®ra une reconnaissance de séquence et
les peptides sélectionnés sont de plus dans urferpmation relativement proche de celle

qu'ils auront une fois inséré dans une boucleéntijue de 'HPV16.

Afin de modifier le tropisme de nos pseudocapsidbacun de ces motif, P1 a P3
identifiés dans la littérature et les deux motderitifiés dans notre étude, P4 et P5, ont été
insérés par mutagenese dirigée dans les bouclesrvayables de la protéine majeure de
capside L1 de 'HPV16 (boucles DE, EF et FG) : besicui sont connues pour accepter une
insertion de courts peptides (Sadegeal, 2003; Carpentiegt al, 2005; Fleuryet al, 2006)

Les différents baculovirus recombinants obtenus petmis la production des
protéines de HPV16 L1 P1DE, P1EF, P1FG, P2DE, R8HFMDE P5DE et L1 L1IWT, en
systéme baculovirus/cellules d’insecte. Toutepleséines L1 chimériques sont capables de
s’auto-assembler en VLPs avec un diametre est gliean¥5 a 50nm, correspondant a celui
des VLPs de type sauvage. Cependant, les prenmgsesede production de pseudovirions
avec ces VLP chimérigues n'avaient pas permis diectd¥ un transfert de géne significatif

dans différentes lignées pulmonaires.
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Afin d’optimiser la détection du transfert de getleeplasmide pGL4.13 (SV40/luc2),
et le plasmide pGL3 (utilisé habituellement au lalbmire) ont été comparés pour la
production de pseudovirions par la méthode de digBon-réassociation (Hansligt al,
2006; Bousarghirt al, 2009) Une augmentation significative du transfert deeg3)6 fois)

a été observée avec l'utilisation du plasmide p&GR4uc par rapport au plasmide pGL3. De
plus, il avait été montré que des PsVs constit@ssmtotéines L1 et L2 ont une meilleure
capacité de transfert de géne que les PsVs casstitel L1 seule (Kawaret al, 1998b; El
Mehdaouiet al, 2000) Afin d’augmenter l'efficacité de transfert des Rsthimériques, la
production des VLPs d’HPV16 L1+L2 s’est faite parinfection des cellules d’insecte par le
baculovirus codant la protéine L1 mutée et un lmadénls codant la protéine L2 de type
sauvage. Les VLPs chimériques L1+L2 ont une me#leconformation que les VLPs
constituées des L1 seules et leur efficacité dasthaction est augmentée. Au total les
pseudovirions L1+L2 encapsidant le plasmid pGL4u@conduisent a une expression du
transgéne 3,6 fois supérieur a celle que nous s\awac des pseudovirions L1 encapsidant le
plasmid pGL3.

L'efficacité de transduction des pseudovirions dhiigques a été étudiée avec 3
lignées de cellules pulmonaires (IB3-1, S9, et 16HB-) en comparaison avec une lignée de
cancer du col de l'utérus (SiHa). Une augmentiotrdnsfert de géne dans au moins une des
lignées d’origine pulmonaire a été observée a Bpxion des PsV intégrant le motif P4. En
effet, I'insertion de ce motif conduit a une dimiiom systématique du transfert dans les
cellules pulmonaire mais aussi dans les celluegicale. La diminution n’est pas explicable
par une diminution de la production des pseudoviid.e peptide de ciblage pulmonaire P4,
avait pourtant été identifié 8 fois sur 31 clones phages. Il est possible que ce peptide
modifie la structure de la VLP, modifiant ainsi sapacités de fixation aux cellules cibles par
d’autres récepteurs, il est également possiblecgupeptide modifie le trafic cellulaire des
VLPs avec comme résultante une inefficacité dusfeah

L’insertion du motif P1 révéle une augmentationtidunsfert de gene par rapport au
PsV sauvage et ce quelgue soit la position dedtimn. Néanmoins la position dans la
boucle DE semble étre la position optimale pour ailblage pulmonaire (augmentation
significative de I'expression luciférase dans ldgBées pulmonaires de 6 a 7 fois supérieure
aux PsV sauvages). Ce motif P1 = THALWHT, pourére un ligand permettant de cibler
I'ensemble des lignées pulmonaires. En effet il treonne grande affinité pour les cellules

119



16HBel40- et HTEO- (Jodt al, 2001) mais aussi IB3-1 et S9 (cette étude). Ciguanla
spécificité pulmonaire reste a démontrer puisqu’angmentation du transfert de gene est
observée dans I'ensemble des lignées testées, isantda un indice de ciblage pulmonaire
faible, d'un facteur 1,4 a1,7.

Le peptide P2 inséré dans la boucle DE ne montiendéger avantage avec une
augmentation du transfert de géne jusqu’a 2 feigofession luciférase obtenue avec les PsV
sauvage. Les PsV chimériques L1 P3EF/L3 conduidame augmentation significative du
transfert de gene dans les lignées IB3-1 et S9 €6,3,6 fois) avec un indice de ciblage
pulmonaire faible (2,9 et 1,8). L'insertion du nid® dans la boucle DE semble conférer un
avantage pour le ciblage des cellules bronchiqu#4Bg&l140-. De fagcon surprenante, ce
peptide sélectionné en cellules IB3-1 et S9 moutre plus forte affinité avec les cellules
16HBel40- que les cellules IB3-1 et S9. Cette amgatien du taux de transfert en cellules
pulmonaires combinée a une diminution du taux desfiert en cellules SiHa est responsable
de l'indice de ciblage élevé (27 a 360 suivantkdfules pulmonaires).

Afin d’évaluer les capacités de transfert de geneivo de nos pseudovirions, nous
avons opté pour un stratégie vaccinale, déja étlentérieurement au laboratoire (Renetx
al., 2008). Cette stratégie consiste en une vaccmabN par des pseudovirions, ou la
qualité du transfert de géne de nos pseudoviriengngsure par la réponse immunitaire
induite contre le transgéne ('ORF2 codant la pnet@le capside du virus HEV). Des études
précédentes au laboratoire avaient utilisés lesdd®PV31 pour des essais de vaccination en
délivrantin vivole géne de capsides de I'HEV. Ces études montrgiee les PsV d’'HPV31
transduisent efficacement les cellules de sourlswatinjection conduit a une forte réponse
anti-HEV. Dans le cadre d’'une thérapie pulmondaeoie d’administration aérosol constitue
une alternative prometteuse a la voie systémiqiagnhinistration locale du vecteur permet
d’augmenter sa concentration dans l'organe cilie tractus pulmonaire. Nous avons en
premier évalué la résistance des PsV a la néholisavec trois dispositifs couramment
utilisés en aérosolthérapie humaine: (1) un nébufi a jet, LCSTAR PARI, (2) un
nébuliseur ultrasonique LS290®, (3) un nébuliseuwarmis, I'AeronebSolo®, et avec un
dispositif utilisé chez le rat le microsprayer I81® (4), appareil qui génére des
microgouttelettes par décompression en bout dagexi Les capacités de transfert de gene
des PsV HPV31l Lldc sont conservées (95% et 88%) avec le nébuliseuasaohique
LS290® et le microsprayer®. Par contre lI'aeroneB®lo et le LC® Star Nebulizer
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conduisent une perte importante de I'activité desugovirions puisque leur efficacité n’est
gue respectivement de 16% et 21% de celle obsemateles pseudovirions avant traitement.
L’inactivation des vecteurs que nous avons obsave€ I'aeroneb® Solo est a rapprocher de
la diminution de 60% observée par Retyal. en utilisant un vecteur adénoviral (Retyal,
2011). De méme, Lerondet al. avait observé une chute de 45% de la bioréaciinitiale
d’un vecteur adénoviral en utilisant un nébulisayet comme le LC Star (Lerondet al,
2001). A Tinverse, aucune chute importante defitatité de transfert d’un vecteur AAV
n'avait été observée avec le microspayer® (Betkl, 2002). Aucune étude n’est connue
avec le systeme de nébulisation ultrasonique LSZ80tefois, la bonne résistance de nos
vecteurs avec ce systeme est sans doute liéeédueation du réchauffement pour cet appareil,

réchauffement de I'échantillon généralement obsavee les nébulisateurs a ultrasons.

Les capacités de transfert de génevivo au niveau pulmonaire ont été évaluées avec
le type sauvage (HPV-16 L1wt/L2) contenant 'ORIEt2 géne de capside du virus HEV et
les 2 types mutants permettant un meilleur trahsli@ns les cellules IB3-1 (CFTR-/-) (HPV-
16 L1 P1DE/L2 et HPV-16 L1 P3EF/L2). Le microspn@®epour lequel aucune inactivation
ou destruction notable des pseudovirions avaibBservée, a été choisi pour les vaccinations
par aérosol. Aprés 3 injections a 15 jours d’'inddle; les anticorps dirigés contre la capside
de 'HEV (le transgéne exprimé dans les cellulesnpmaires), mais aussi les anticorps anti-
L1 (la réponse contre le vecteur), ont été analpsé<ELISA La quantification précise des
pseudovirions utilisés étant difficile, ainsi que ceux réellement administrés aux animaux,
les réponses contre la protéine exprimée par fsgéne (anti-HEV) ont été rapportées aux
réponses contre le vecteur (anti-L1). L’analyse réssltats montre que I'insertion des motifs
de ciblage conduit & une augmentation de |'efftéade transferin vivo, s’exprimant par une
augmentation significative du titre moyen en anfeolgG anti-HEV sériques, mais aussi au
niveau local dans les lavages broncho-alvéolaireeffet, une augmentation d’'un facteur 2
est observée pour le titre en IgG anti-HEV dansédeum et dans les lavages broncho-
alvéolaires avec les PsV L1 P1DE/L2 par rapportRs sauvage.

De maniére inatendue, les PsV L1 P3EF moins pedbtrque les PsV P1DE dans
les étudesn vitro, ont une capacité de transdution plus important lg mutant P1DEn
Vivo avec une augmentation significative du titre d@orps anti-HEV sérique et local (de 3
et 4 fois). Les efficacités différentas vitro etin vivo ne sont pas surprenantes. Les modeles

in vitro ne reproduisent pas I'environnement naturel, et tigoes cellulaires transduites
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efficacement qui permettent une réponse immune lehsauris n'ont pas été identifiés, et ne

sont peut-étre pas de type pulmonaire.

Les augmentations de transfert de géne observ@esles mutants réalisés peuvent
étre considérées comme insuffisantes compte temtade de transfert observé avec d’autres
vecteurs (type adénovirus, AAV, et rétrovirus). Ni@ains ces capacités de transfert sont plus
importantes que celles décrites dans d’autres gtufie effet, Joset al. ont observé une
augmentation de 6 fois du transfert dans les eslldléHBel4o- avec un vecteur lipidique
intégrant le motif P1 (THALWHT) (joset al, 2001). Dans notre étude les capacités de
transfert de gene sont augmentées par un facted©deis par rapport au wt dans les mémes
cellules. De méme, I'absence d’augmentation dédafité de transfert observé avec le motif
P2 = RFDSLKYV dans la lignée 16HBel4o0- et la fadlgmentation (2,2 a 2,5 fois) dans les
lignées IB3-1 et S9, est similaire aux résultateobs par Vaysset al. (2000) avec ce motif
dans les cellules CFT-2, NT-1, NIH-3T3, ECV-304dmentation de 1,1 a 1,25 fois).

Les études portant sur le motif P3 (GHPRQMSHVY) tnemt une augmentation de la
transduction jusqu’a 3 fois avec un Adénovirus Sif@ par ce ligand sur les cellules CF
KM4, sans spécificité de ciblage mais avec uneecta la productivité des pseudovirions de
10 fois (Gadenet al, 2004). Les pseudovirions HPV16 P3EF que nous saabtenus
permettent une d’'une part une augmentation deds/et 3,6 fois du transfert de gene en
cellules IB3-1 et S9 respectivement par rapport@aeudovirions wt et d’autre part d’obtenir
un ciblage important vers les cellules pulmonairigsées.

En conclusion, nous avons réalisé des pseudosichimériques de papillomavirus
qui possedent une efficacité de transduction plede dans les cellules pulmonaires.
Toutefois, 'augmentation de transfert est limi{@ea 6 fois) aussi biem vitro sur des
cellules pulmonaires humaine, que dans un miodelo chez le rat. Pour une application en
thérapie génique humaine il est nécessaire d’auggmen transfert par 100 ou 1000. Cette
augmentation faible de l'efficacité est toutefois théme ordre que celle obtenue avec
d’autres vecteurs viraux et d’autres systemes biage. Cependant, si une application en
thérapie génigue de la mucoviscidose n’est passageable avec les vecteurs HPV actuels,
les résultats obtenus vivo chez le rat montrent qu’une application en vadomna
pulmonaire est possible. L'augmentation du tramsdefaide avec les mutants d’'HPV doit

permettre une réponse immune plus forte, ou daoinhetre d'utiliser des doses plus faibles
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de vecteur. En particulier, il serait intéressaiévaluer le mutant P5DE qui est le plus
performant in vitro pour transduire les cellulesnponaires pour ses capacités en vaccination

par aérosol par rapport au type sauvage.
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Annexes

Annexe 1 : Amorces utilisées pour générer les sampsel 1 HPV-16 mutants

Peptide

Nom des amorces

Séquence des amorces

L1

HPV16 L1 For

CCAGATCTATGTCTCTTTGGCT GCCTAGI GAGGCCACT

HPV16 L1 Rev

CCAGATCTTACAGCTTACGITTTTTGCGI TTAGCAGI T

P1 P1 140/ 141 Rev TGTATGCCATAATGCATGT GTACCTGCATTTGCTGCATAAG
P1 140/ 141 For ACACATGCATTATGGCATACAGT GGATAATAGAGAATGTAT
P1 179/ 180 Rev TGTATGCCATAATGCATGTI GTTGCAACATTGT TACATGGECG
P1 179/ 180 For ACACATGCATTATGGCATACAGTAAAT CCAGGTGATTGT CC
P1 283/ 284 Rev TGTATGCCATAATGCATGI GTAGT AGACCCAGAGCCTTTAA
P1 283/ 284 For ACACATGCATTATGGCATACAGCAAATTTAGCCAGT TCAAA
P2 P2 140/ 141 Rev TACTTTTAAAGAATCAAAT CGACCTGCATTTGCTGCATAAG
P2 140/ 141 For CGATTTGATTCTTTAAAAGTAGT GGATAATAGAGAATGTAT
P2 179/ 180 Rev TACTTTTAAAGAATCAAATCGTGCAACATTGTI TACATGEGEG
P2 179/ 180 For CGATTTGATTCTTTAAAAGTAGTAAATCCAGGTGATTGICC
P3 P3 140/ 141 Rev ATATACATGAGACAT TTGT CGAGGATGACCACCTGCATTTGCTGCATAAG
P3 140/ 141 For GGTCATCCTCGACAAATGT CTCATGTATATGT GGATAATAGAGAATGTAT
P3 179/ 180 Rev ATATACATGAGACAT TTGT CGAGGATGACCT GCAACAT TGT TACAT GGGG
P3 179/ 180 For GGTI CATCCT CGACAAATGI CTCATGTATATGTAAATCCAGGTGATTGI CC
P4 P4 140/ 141 Rev CTGGGCTCT GI TAGGGT GAGEGECCGEECGT TGECGECGTAGECEL
P4 140/ 141 For CCTCACCCT AACAGAGCCCAGGT GGACAACCGGEGAGT GCATCAGC
P5 P5 140/ 141 Rev CTTCTGCTGCAGCCGGT CCACGCCGECGT TCGECGECGT AGGCEC

P5 140/ 141 For

GT GGACCGGCT GCAGCAGAAGGEGT GACAACCGGGAGT GCATGAGC
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Annexes 2

é:_ellules Cellules rénales Cellules cervicales Cellules pulaines
'Insecte
Nom :
commun SF21 COs-7 293FT 293TT HelLa SiHa IB3-1 S9 16HBe140- A549
Ré&férence Invitrogen ATCC Invitrogen Don de Dr ATCC ATCC ATCC ATCC Don de Dr. D. ATCC
11497-013| CRL-1651 R70007 C. Buck CCL2 HTB-35 CRL-2777 CRL-2778 C. Gruenert CCL-185
carcinome Cellule Cellule
Cellules Dérvée des Adénocarcinome épidermoide épithéliale de épithéliale de
Cgl_lu[es embryonaires  293FT ol Eje_ ce,ll_ules de grade Il de ] C:_ellyl_e bronc_he bronche
dérivées Cellules de rein 'AQT est épithéliales cellules épithéliale humaine humaine
du tissu reinal de hurmain glus cervicales cervicales | de bronche | immortalisée | jmmortalisée Carcinome
Origine ovarien de| singe vert | o sformées  fortement humaines humaines | huma|r_1e, par par SV40 d'alvéole
larves du | transformées our exDME immortalisée| Ad12/SV40 pulmonaire
Iépidoptere| par I'AgT de exp imer P 10-50 copies 1-2 copies par Cozen et al humaine
Spodopterg SVv40 >XP HPV18 / cellule HPV16 / Ad12/SV40 | CFTR restoré v
: 'AgT du Buck et al., 1994
frugiperda SV40 2004) Huang et al., cellule
1998 Huang et al., CFTR-
1998 AF508
Milileu de | <ro00n DMEM, sodium pyruvate LHC-8 DMEM-F12 F-12K
culture
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Munoz et al., 2004)
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Figure 13 : Représentation schématique des diffeignades de Iésions histologiques du col de listéd'aprés
Lowy and Schiller, 2006).

Figure 14 : Modéle d'attachement des HPV a la kzllu

Figure 15 : Représentation schématique de la sheitertiaire de la protéine L1 de I'HPV 16 (d’api@hen et
al., 2000). La protéine L1 posséde 6 boucles amtigés. Les boucles BC, DE, EF, FG et HI sont ¢éies vers
I'extérieur de la capside, la boucle CD est orientérs l'intérieur.
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Figure 16 : Reconstruction d'image aprés cryomimopge électronique des structures tridimensionaefles
pseudoparticules virales d’HPV. A. Capside de I'HPY composée de protéines L1(d'apres James Conway,
travaux non publiés). B. Capside 'HPV 1 composé@btéines L1 (d’aprés Hagensee et al., 1994)

Figure 17 : Reconstitution 3D de pseudoparticulesles d’'HPV-16 obtenue par expression des proéirieet
L2 par cryomicroscopie électronique (d’aprés Buchlg 2008). A. Représentation de la capside doést des
protéines L1 et L2 de 'HPV 16. B. Représentationceupe de l'intérieur de la capside virale aveprlatéine
L1 en bleu et la protéine L2 en rouge. C. la pratdi2 seule en rouge. Barre = 200 A

Figure 18 : Représentation schématique de la ptmdude pseudovirions en systéme cellulaire 2933R
cellules 293FT sont co-transfectées a l'aide déa8mpides : en bleu le plasmide pIRES codant leg@pres L1
et L2 d'un type d’HPV, et en rose le plasmide rapgpa pGL3-luc codant le gene de la luciférase. fueséines
L1 et L2 vont s’autoassembler autour du plasmigeaeaeur formant ainsi des pseudovirions.

Figure 18 : Observation en microscopie électronigeela formation de pseudovirions par la méthode de
dissociation-association Les VLP L1 d’'HPV 16 (Ansdissociées en capsomeres (B), le plasmide cantés
géne rapporteur est mis en présence des capso(Bgr&es complexes ADN/VLP se forment (C) en présen
de CaCl2 (D’apres Touzé et Coursaget, 1998).

Figure 19 : Représentation schématique de la sg@tede ligands pulmonaire par la technique de pliigEay.
Un premier crible de la banque de phage est effeatin de retenir les phages ayant la capacitéedixer sur
les lignées de cellules pulmonaires, le deuxieni#ecpermet d’éliminer les phages capables dexes fiur des
lignées issues d'autres organes. Les phages spéxsfdes lignées pulmonaires uniquement sont séégien

Figure 20 : Carte du plasmide PCR2.1-TOPO (Ing&rg. Le produit de PCR est intégré dans le plasmpat
I'action de topoisomérase.

Figure 21 : Génération de baculovirus recombinaht&xpression des genes avec le systeme d'esipreBac
to Bac®. A : Carte de restriction du plasmide pFBatDual, B : Schéma de la génération de baculsviru
recombinants et de I'expression de géne d'intérés & systéeme Bac-to-Bac.

Figure 22 : Purification de VLPs par ultracentriitign sur grandient de chlorure de césium. A.reprisn
schémation de la formation du grandient contincCties B. Evaluation des concentrations de protéiriedans
les différentes fractions du gradient de chlorieeésium par ELISA. Représentation Absorbance (Di@hsité
de la fraction. Les losanges sont les données exalé courbe symbolise la tendance. C.Observaiian
Microscopie electronique a transmission (MET) d&®¥ purifiées aprés coloration négative a I'acédaieanyl
1,5%.

Figure 23 : Représentation schématique de la tqubrde dissociation-réassociation. Les VLP sorsodiges et
sont réassociées en présence du plasmide d'ip@uéformer des PsV.

Figure 24 : réaction de bioluminescence catalysédapluciférase Firefly.
Figure 25 : Nébuliseurs utilisés lors de I'évailoatde la résistance des PsV d’HPV-31 a I'aéroatibs

Figure 26 : Visualisation d’'un radio-isotope Tc &%rés aérosol dans les poumons de rat sur gammeraam
Bio distribution de 70% a 80% de I'aérosol dangjesmons.

Figure 27 : Contention d’un rat lors d’'une aérasation intra-trachéale a I'aide du microsprayer®.

Figure 28 : A. Représentation schématique de ltifleation de motifs spécifiques des cellules pulrames B.
Alignement des séquences protéiques identifiéeplpage display sur les lignées pulmonaires (IB3-39) et
génération du sequence consensus. C. Tableau dpsiépgs physico-chimique des séquences protéiques
identifies (pHi = potentiel hydrogéne isoélectrijyendice d’hydrophobicité, GRAVY (Kyte and Doolkt
1982))
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Figure 29 : A. Représentation schématique desrdiffés constructions des mutants de L1 de I'HP\LES.
peptides P1 (THALWHT), P2 (RFDSLKYV), P3 (GHPRQMSHY/Y4 (PHPNRAQ) et P5 (VDRLQQK) ont été
insérés dans les boucles DE, EF et EF de la LTHIRVIL6.B. Représentation schématique de la stractur
tertiaire de la protéine L1 de 'HPV 16 (d'aprese@het al., 2000). La protéine L1 posséde 6 boucles
antigéniques. Les boucles BC (vert), DE (violetl; gaune), FG (rouge) et HI (orange) sont orientées
I'extérieur de la capside, la boucle CD (bleue)ogmntée vers l'intérieur.

Figure 30 : Principe de la mutagénése dirigée gar P

Figure 31 : A. Insertion du motif. B. Générationgine chimérique (A) et (B) Séparation électroptigué des
produits de PCR surgel d'agarose 0,8%. MT : mamdewpoids moléculairk Hindlll DNA.

Figure 32 : Construction des plasmides pCR2.1 ADPet pCR 2.1 /L1 P5DE
Figure 33: Construction des plasmides pFBD/L1-mughtransposition dans le Bacmide.

Figure 34 : Observation de VLPs composées des UH&/16 sauvage (L1 wt) et chimériques (P1DE, PlEF
P1FG, P2DE et P3EF) en microscopie électroniquarsiission aprés coloration a I'acétated’uranydésl

Figure 35: Analyse des productions apres purificetsur gradient de chlorure de césium des VLPs ¢1 d
I'HPV16 sauvage et chimériques par immuno-empreife : BenchMark™ Protein Ladder

Figure 36 : Comparaison du transfert de gene dnleeCOS-7 des PsV d’'HPV16 en utilisant les plassid
pGL3 et pGL4.13. L'expression luciférase est exgenen RLU.

Figure 37 : Observation de VLPs L1/L2 de 'HPV16mmpsées des L1 sauvage (L1 wt) et chimériques (P1DE
P1EF, P1FG, P2DE et P3EF) en microscopie électnenéjtransmission aprés coloration a I'acétatediiea
1,5%. La barre d'échelle représente 50nm.

Figure 38 : Analyse des quantités de L2SA dangieductions de VLPs L1/L2 apres purification suadient
de chlorure de césium des VLPs L1 de I'HPV16 saavey chimériques par immuno-empreinte.. MT :
BenchMark™ Protein Ladder

Figure 39 : Evaluation du transfert de géne paP&¢ HPV16 L1P1DE et HPV16 L1P1DE/L2 par expression
luciférase en cellules COS-7. L'expression luciéérast exprimée en x103 RLU.

Figure 40 : Evaluation du transfert de géene paresgion de la luciférase (RLU x103 /mg) aprés imdecde
PsVs d’'HPV16 L1/L2 wt sur les différentes lignéemnales (COS-7, 293FT), cervicales (HelLa, SiHa) et
piulmonaires (IB3-1, S9 et 16HBe140-).

Figure 41 : Evaluation du transfert de gene def®rdifits PsVs chimériques observé dans 3 lignéadaisds
d’origine pulmonaire (IB3-1, S9 and 16HBel140-) mrelignée cellulaire d’'origine cervicale (SiHa) quané au
PsV sauvage. Le transfert de géne est évaluatioexpaession luciférase et exprimé en RLU /mg aaégimes.

Figure 42 : Observation de VLPs d’'HPV31 composées ptotéines majeures de capside L1 en microscopie
électronique a transmission aprés coloration &tate d’uranyle 1,5%. La barre d’echelle represbaten.

Figure 43: Evaluation de l'effet délétere de difigis procédés d’aérosolisation sur la capacitéatesfert de
géne des pseudovirions HPV31 L1l/luc. Les valeumst sxprimés en % de transfert observé avec les
pseudovirions sans traitement.

Figure 44 : Titre ajusté d’anticorps 1gG anti-HEYservé dans le sérum et les lavages broncho-alk&dlan
fonction des PsV/hewP 1DE,mP3EF ouA L1wt) instillés par aérosol dans les poumons de ta titre moyen
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Tableau 6 : Augmentation du transfert de géene désehts PsV chimériques en cellules pulmonaitBs-1,
S9 et 16HBe (ratio de I'expression luciférase obsavec les PsV mutant comparé aux PsV sauvages)iet
de ciblage pulmonaire. Le ciblage est le ratio effugmentation du transfert de gene observéeedinles
pulmonaire et 'augmentation observée en cellugsicales SiHa. Les valeurs en gras sont les ratos

Tableau 7 : Réponses anticorps 1gG anti-HEV obsardans le sérum et les LBA de rats immunisésérasal
de PsV d’'HPV16 encapsidant le plasmide codant I'ORE I'HEV. (*Les titres en anticorps anti-HEV sont
ajustés aux titres en anticorps anti-HPV L1). TGMtre moyennegéométrique

Tableau 8 : Motifs de ciblage pulmonaire identifi€es motifs ont été identifiés par phages dispkysélection
sur cellules d’origine pulmonaire ou trachéale.
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Summary

HEV is a fecal orally-transmitted human pathogen of worldwide distribution. In industrial
countries. HEV is observed in an increasing number of autochthonous cases and is considered to be
an emerging pathogen. A growing body of evidence suggests that HEV is a zoonotic disease, and
pig handlers and pig veterinarians have been reported to be high-risk groups for HEV infection.
The aims of the present study were to establish the prevalence of anti-HEV in wild boar in France
and to identify whether forestry workers are at a higher risk of HEV infection. Three different anti-
HEV tests were used to compare their effectiveness in detecting anti-HEV in the general
population. The most sensitive test was then used to investigate HEV seroprevalence in 593
forestry workers and 421 wild boars.

Anti-HEV was detected in 31% of the forestry workers and 14% of the wild boar. Detection of
anti-HEV in humans was correlated with age, geographical location and occupational activity, and
in wild boar with geographical location. HEV infection is frequent in woodcutters in France, and it
varies geographically. Further studies are needed to confirm these findings and to elucidate the

transmission route and the exact virus reservoirs.

Key words : HEV. woodcutters, wild boar. forestry workers.
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Insertion of Peptide Ligands into the Major Capsid Protein of Human Papillomavirus
pseudovirions Improved Gene Transfer to Human Airway Epithelial Cells
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Key words: HPV, Virus-like particles, peptide ligands, cell targeting, airway epithelial cell.

Shortened title: retargeting HPV to airway cells

Abstract

Background Papillomavirus VLPs have the potential to deliver genes into different cells
with varying efficiencies. The purpose of this study was to retarget and optimize the HPV-
16 VLP tropism for airway cells by insertion of short amino acid sequences within the major
capsid protein (L.1).

Methods Three different amino acid sequences described as airway cell ligands were
selected and inserted into 3 different external loops of L1 protein, as two new sequences
identified by phage display. Mutant VLPs were investigated for their ability to transfect
human airway cells in vitre, and aerosol immunization of rats was used for two of them to
investigate their ability to deliver a gene into the lung.

Results Pseudovirions encoding luciferase were produced with the different 1.1 protein
mutants and the .2 protein of HPV16 wt. Luciferase gene expression was increased by a
factor close to 7 in human airway cells for two mutants compared to wt pseudovirions.
Targeting to human airway cells is increased up to 360-fold. Aerosol immunization of rats
with two of the mutant pseudovirions encoding the capsid protein of hepatitis E virus
induced a 3 to 4-fold increase in local and systemic anti-HEV antibodies compared to the wt
pseudovirions.

Conclusions Our results indicate that cell tropism of HPV16 can be effectively
reengineered by insertion of short peptide ligands within the L1 protein external loops, and
that some of the HPV 16 L1 mutants target delivery to human airway cells in vitro and into
the rat lung in vivo.
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