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1. Vectorologie 

Etablissement de lignées cellulaires stables d’encapsidation pour la 
production d’Adéno-Associated Virus hybrides de sérotypes-1 et – 5 
P.Moullier 

Développem ent de lignées cellulaires stables d’encapsidat ion appelées HeRC32. 
Ces cellules cont iennent , intégrés de façon stable dans leur génom e, les gènes 
rep-cap de l’AAV-2. Cet te lignée cellulaire t ransfectée par un plasm ide vecteur et 
infectée par un virus auxiliaire, assem ble efficacem ent des part icules AAVr. Cet te 
capacité d’assem blage est corrélée avec l’am plificat ion des gènes rep-cap 
intégrés, conduisant à un niveau élevé de synthèse des protéines Rep et Cap. 
Par cont re, une aut re lignée cellulaire ayant intégré de façon stable dans son 
génome les gènes rep-cap de l’AAV-5 ne montre pas cette amplification. 
Plusieurs lignées cellulaires stables d’encapsidat ion dans lesquelles une part ie ou 
tout le gène rep de l’AAV-2 est fusionné au gène cap de l’AAV-1 ou de l’AAV-5 
ont été établies. Les génom es des différentes lignées cellulaires hybrides sont 
am plifiées à la suite d’une infect ion adénovirale, et perm et tent la product ion de 
d’AAVr hybrides avec un rendement élevé.    
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Expression efficace d’un transgène dans le système nerveux central par 
un vecteur lentiviral non intégratif 
J.Mallet 

Développem ent d’un vecteur lent iv iral dérivé du virus de l’im m unodéficience 
hum aine de type 1 dépourvu de sa fonct ion d’intégrat ion. Après t ransduct ion 
d’une cellule, le génom e du vecteur persiste sous form e circulaire épisom ale 
dans le noyau et perm et néanm oins l’expression efficace et stable du t ransgène 
in vit ro et in vivo. Le phénotype épisom al des part icules a été induit par 
l’int roduct ion d’une m utat ion dans la région C term inale de la séquence codante 
de l’intégrase. 
Ce vecteur est capable de transduire avec un gène reporteur (GFP) : 

• des neurones quiescents dér ivés de cultures prim aires de cortex de rats 
pendant au moins 3 mois 
• le striatum de souris pendant au moins 1 mois 

Ce vecteur pourrait transporter jusqu’à 10 kb (i.e minidystrophine).  

2. Recherche pré-clinique en thérapie cellulaire 

The blood –  muscle interface during regeneration of skeletal muscle 
A.Harel-Bellan 

Efficacité insuffisante des m yoblastes à régénérer les m uscles squelet t iques 
après t ransplantat ion. D’ou essais d’ut iliser différentes sources de cellules 
sources pour la thérapie cellulaire. Récem m ent il a été m ont ré chez la souris la 
capacité de cellules clonales dérivées de cellules souches hém atopoïét iques 
(HSCs) à régénérer le m uscle. Mise en évidence de l’im portance et de la 
similitude de la voie Wnt dans l’hématopoïèse et la myogenèse. 
Une deuxièm e part ie à m ont rée le rôle d’un m icro RNA non codant (m iR181) 
dans la régulat ion des HSCs et l’hém atopoïèse et , la différenciat ion et la 
régénérat ion du m uscle squelet t ique. L’expression de m iR181 est dim inuée dans 
les m yoblastes en proliférat ion et augm entée durant la régénérat ion. Le m iR181 
peut êt re inhibé par une st ratégie ant isens. Les cibles m oléculaires de ce m icro 
RNA sont en cours d’identification.  

3. Recherche pré-clinique en thérapie génique 

Correct ion of neurodegenerat ion in m ouse and dog m odels of hurler 
disease (MPSI) 
JM. Heard 

Cette maladie rare est causée par le défaut de l’enzyme -L-  iduronidase (IDUA). 
Celle-ci peut êt re délivrée sous form e recom binante dans les organes 
périphériques, mais ne peux pas atteindre le système nerveux central. 
La neurodégénérat ion peut êt re prévenue chez la souris MPSI par inject ion dans 
le st r iatum d’un vecteur AAV codant pour l’I DUA. Le gène de l’I DUA persiste 
pendant au m oins 29 sem aines en ut ilisant un vecteur AAV (serotype 2 ou 5) . 
Cependant la diffusion et l’act ivité de l’enzym e est plus im portante avec 
l’ut ilisat ion d’un AAV-5. Chez la souris MPSI , une seule inject ion int racérébrale 
permet une correction du phénotype. 
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Une étude pré-clinique a été réalisée chez des chiens MPSI sous 
im m unosuppresseur pour lim iter la réact ion à l’enzym e. Chez les chiens MPSI qui 
ont reçu une im m unosuppression légère, l’act ivité de l’enzym e I DUA n’est pas 
détectée dans le cerveau et une réact ion im m unitaire est observée. En revanche, 
tous les chiens ayant reçu une im m unosuppression plus forte, m ont rent une 
act ivité de l’enzym e dans 30 à 100% des hém isphères injectés. Cependant , la 
diffusion de l’enzyme est moins bonne que chez la souris. 
Actuellem ent , les enfants t raités avec l’enzym e recom binante développent des 
ant icorps ant i- I DUA sans que soient observés d’effets secondaires. Cela laisse 
supposer que l’on pourrait tolériser avec l’enzyme recombinante.    

4. Développement clinique 

Thérapie neuroprotectrice : Phase de développement pré-clinique 
J. Sahel 
José Sahel a présenté ses t ravaux publiés dans Nature Genet ics de Juillet 
dernier, faisant état de l’ident ificat ion d’une nouvelle protéine nécessaire à la 
survie de certains photorécepteurs : les cônes. Ces résultats ouvrent des 
perspect ives thérapeut iques pour les m aladies liées à la dégénérescence de ces 
cellules. 

Persistance de séquences d’origine plasmidique chez le macaque 
plusieurs mois après injection d’AAVr 
P.Moullier et A.Salvetti. 
Une analyse par PCR quant itat ive a perm is de m et t re en évidence la présence de 
séquences du gène de résistance à l’am picilline plusieurs m ois après inject ion 
d’un vecteur AAVr dans des cerveaux de souris, de chiens et de m acaques, ainsi 
que dans des m uscles de m acaques. L’analyse des lots d’AAVr injectés chez ces 
anim aux, qu’ils aient été produits par t ransfect ion t ransitoire ou à part ir de 
lignées cellulaires product r ices stables, m ont re qu’un certain nom bre de 
part icules contenant des séquences aut res que le vecteur, en part iculier des 
séquences plasm idiques, sont générées et viennent contam iner les lots d’AAVr 
produits (1-9% des cas). 
Ces résultats ont une incidence sur la définit ion d’un m ode de product ion d’AAVr 
optimal en termes de sécurité. 

Vecteur lentiviraux pour la thérapie génique du syndrome de Wiskott 
Aldrich (WAS) 
A.Galy 
Le WAS est dû à la m utat ion du gène WAS localisé sur le chrom osom e X et 
codant pour une protéine du cytosquelet te qui s’exprim e exclusivem ent dans les 
cellules hém atopoïét iques. La correct ion des cellules autologues est envisageable 
dans cette maladie grâce à l’utilisation de vecteurs lentiviraux pour transduire les 
progéniteurs hém atopoït iques. Des vecteurs de grade clinique, dérivés du VI H, 
non réplicat ifs, auto- inact ivés, pseudotypés avec l’enveloppe VSG-G perm et tent 
d’induire l’expression de la protéine WASP dans diverses cellules 
hém atopoïét iques hum aines et m urines. La t ransduct ion de progéniteurs 
hém atopoïét iques de souris WASP knock-out  (WKO) et leur t ransplantat ion dans 
des receveurs WKO létalem ent irradiés perm et d’observer l’expression de la 
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protéine WASP à long terme (5 mois) chez la souris in vivo ainsi que la correction 
d’anomalies fonctionnelles. 
Ces résultats montrent que : 

• la protéine WASP humaine est biologiquement active chez la souris ; 
• le degré de correction fonctionnelle dépend du nombre de copies de vecteur. 

Ces résultats perm et tent d’envisager l’ut ilisat ion de ces vecteurs pour la thérapie 
génique. 


