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PREAMBULE



Les grandes avancées scientifiques enregistrées dans le domaine de la
recherche biomédicale ont permis d’identifier de maniere précise les genes
responsables des principales pathologies héréditaires et de développer des
vecteurs capables de transférer des acides nucléiques (ADN ou ARN) a
I’intérieur des cellules dans le but de corriger les aberrations génétiques qui
sous-tendent ces maladies héréditaires. Ainsi est née une thérapie innovante et
curative a I’endroit de ces maladies : La thérapie génique.

La thérapie génique est une stratégie thérapeutique qui consiste a introduire
un gene normal et fonctionnel (transgéne) dans une cellule ou le géne présent est
altéré pour y corriger I’anomalie (la mutation) a l'origine de la pathologie.
Durant cette derniére décennie, cette stratégie a été utilisée dans de nombreux
essais cliniques dont les résultats ont montré son efficacité curative a long terme
[1-4]. Dans le cas particulier de la thérapie génique hématopoiétique, les
cellules ciblées par le transfert de gene sont les cellules souches
hématopoictiques.

Un protocole de thérapie génique hématopoiétique efficace doit permettre des
taux ¢levés de transduction des cellules souches dans des conditions qui
n’altérent pas leurs propriétés biologiques plus particuliérement leur capacité a

repeupler le systéme hématopoiétique de sujets ayant subis une myeloablation.

Dans un travail antérieur, nous avons identifi¢ UM171, une molécule capable de
stimuler rapidement (12 jours), I’expansion in vitro des cellules souches
hématopoiétiques [5]. Dans ce présent travail, nous nous attelons a explorer
I’impact de UMI171 sur la transduction lentivirale des cellules souches

hématopoiétiques.
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CHAPITRE I : LA THERAPIE GENIQUE:

1. RAPPEL SUR LA THERAPIE GENIQUE :

La thérapie génique consiste a transférer de I’acide nucléique dans les cellules d’un
patient dans le but d’obtenir un effet thérapeutique. Il existe deux types de thérapie
génique selon que les cellules traitées soient somatiques ou de la lignée germinale.
La différence majeure entre ces deux approches étant 1’absence de transmission ou
I’existence de transmission de la modification génétique a la descendance.

L’objectif le plus important et le plus difficile en thérapie génique consiste a
trouver une méthode de transfert de géne sure et efficace pour le patient. Pour cette

fin une grande variété de vecteurs de thérapie génique ont été développés.

L’introduction des acides nucléiques a I’intérieur des cellules n’est pas un
phénomene spontané. Les acides nucléiques, chargés négativement, sont
naturellement repoussés par la charge également négative de la membrane
plasmique. En plus de ces interactions, le vecteur devra surmonter les obstacles
extracellulaires (les mécanismes immunitaires d’élimination des particules virales)
et les barriéres intracellulaires (Les différentes membranes) pour un transfert de
gene efficace [6].
Il existe différentes méthodes pour transférer un médicament de thérapie génique
dans les cellules :
— les approches de thérapie génique non-virales utilisant de ’ADN nu ou des
complexes d’ADN
— les approches de thérapie génique virales utilisant des virus recombinants,
appelés vecteurs viraux. Ces différentes approches ont été développées dans
le but d’offrir une large variété de choix de vecteurs de thérapie génique.
En tout état de cause, le vecteur idéal de thérapie génique est le vecteur qui serait a
la fois efficace, spécifique et d’une parfaite innocuité pour le malade et le
manipulateur quel que soit le contexte d’application.
Dans ce présent travail nous nous intéresserons aux approches de thérapie génique

utilisant des vecteurs dérivés de virus recombinants.
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2. LES VECTEURS RETROVIRAUX DE TRANSFERT DE GENE :
Ces 20 derniéres années, les vecteurs rétroviraux ont été utilisés dans de
nombreux essais de thérapie génique pour traiter des maladies génétiques et
aussi des cancers [7]. Les premiers vecteurs rétroviraux sont des y- rétrovirus (y-
RV) dérivés du virus leucémogene murin (MLV). Puis d’autres vecteurs
rétroviraux ont ét¢ développés a partir des lentivirus comme le VIH-1 [8]. Les
vecteurs dérivés du MLV ou du VIH-1 sont les vecteurs rétroviraux de thérapie
génique les plus communément utilisés. Les rétrovirus sont des virus enveloppés
dont le génome est constitu¢ de deux ARNSs identiques de polarité positive. La
principale particularité¢ des vecteurs dérivés des rétrovirus est le fait que, avant
de pourvoir s’intégrer stablement dans le génome de la cellule hote, le génome
viral est transcrit de facon inverse en ADN double brin par la transcriptase
inverse [9]. Les 7 genres de virus qui composent la famille des retroviridae sont

consignes dans le tableau ci-dessous [10] (Tableau 1).

Tableau I : Les différentes familles de retroviridae [11] :



2.1. Les vecteurs rétroviraux dérivés des y-rétrovirus :

Au début des années 80, les rétrovirus MLV ont été utilisés pour développer de
nouveaux outils de transfert de géne. L’utilisation de ces vecteurs a permis de
transférer avec succes et de manicre stable, un géne rapporteur dans le génome
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans des modeles murins [12,13].

L’efficacité de transduction des cellules avec les vecteurs dérivés des MLV est
dépendante de la division cellulaire. En effet, le complexe de pré-intégration
(CP]) viral est incapable de franchir la membrane nucléaire. C’est pourquoi, le
génome viral peut atteindre le noyau seulement lorsque la membrane nucléaire
est dégradee au cours de la mitose [14,15]. Ainsi pour la transduction des CSH
qui se divisent peu, il est nécessaire de les stimuler au préalable avec des
cytokines et des facteurs de croissance. Cependant, il a ¢t¢ montré dans le cas
particulier du transfert du géne codant pour la B-globine, que I'utilisation de
vecteurs y-rétroviraux ne permet pas de transférer une cassette d’expression
contenant les grandes séquences régulatrices de la B-globine qui permettent
d’obtenir une expression forte et spécifique dans les cellules érythroides [16,17],
contrairement aux LV qui sont capables de transférer cette cassette d’expression

[18,19].

2.2. Les vecteurs viraux dérivés des lentivirus : vecteurs dérivés du

VIH-1:

2.2.1. Structure du génome du VIH-1 :
Le VIH-1 est I’agent étiologique du syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA). Le VIH-1 fait partie de la famille des retroviridae et du genre lentivirus.
Comme tous les rétrovirus, ’ADN proviral du VIH-1 est composé des geénes
gag, pol et env encadrés des deux séquences régulatrices identiques LTR («long
terminal repeat»). Le VIH-1 contient des génes additionnels dits « accessoires ».

En effet, il existe des genes de régulation de I’expression et de I’export nucléaire



des messagers viraux qui sont tat et rev, mais aussi les génes accessoires nef,
vpu, vpr et vif qui jouent un role majeur dans la pathogénicité associ¢e au VIH-1
[20]. Le géne gag code les protéines de structures : la matrice (MA), la capside
(CA) et la nucléocapside (NC). Le gene pol code la protéase (PR), la
transcriptase inverse (RT) qui convertit ’ARN en ADN et I’intégrase (IN) qui
permet d’intégrer I’ADN viral dans le génome de la cellule cible. Les séquences
codant gag et ga-gpol sont exprimées comme une protéine de fusion. Ces
polyprotéines sont clivées spécifiquement par 1’action de la protéase PR du
VIH-1. De cette fagon, les protéines MA, CA et NC sont générées apres le
clivage de gag. De la méme maniere, les protéines PR, RT et IN sont générés
apres le clivage de pol. Le géne env code pour la glycoprotéine de surface (SU)
et la protéine transmembranaire TM de 1’enveloppe virale [21]. Les séquences
promotrices ou LTR, présentes aux deux extrémités de I’ADN proviral, sont
composées de 3 régions : U3, R et US. La région U3 contient les séquences du
promoteur (« enhancer ») nécessaires pour la transcription des génes viraux. La
région U5 en 3’ est un signal de terminaison de la transcription (signal de

polyadénylation) [8] (Figure 1).

Figure 1 : Structure du génome du VIH
7



2.2.2. Cycle de réplication du VIH-1
La gp120 du VIH reconnait et se fixe sur son récepteur spécifique, la molécule
CD4 présent a la surface des lymphocytes. Il s’ensuit une fusion des membranes
du virus et celle de la cellule. Puis, le virus pénétre a I’intérieur de la cellule et y
libére son contenu (transcriptase inverse, protéase, intégrase et 'ARN). L’ARN
du VIH est ensuite transformé en ADN (ADN proviral) par la transcriptase
inverse. Cette ADN sera par la suite transporté au niveau du noyau ou il est
intégré dans le génome de la cellule grace a I’intégrase ; a ce stade, le virus est
appel¢ provirus. A l'intérieur du noyau, 'ADN viral est transformé en ARN. Les
ARN messagers sont alors traduits en protéines virales qui sont clivées par la
protéase en protéines de plus petites tailles qui formeront les différents
constituants du VIH. Enfin, les protéines virales clivées sont assemblées autour
de I'ARN pour former de nouveaux virus, qui sortent par bourgeonnement a

I’extérieur de la cellule. Ces virus vont ensuite infecter d’autres cellules.

Figure 2 : Représentation schématique du cycle de réplication du VIH
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2.2.3. Pseudotypage des vecteurs lentiviraux avec des
glycoprotéines d’enveloppe hétérologues : Les glycoprotéines
d’enveloppe et leur tropisme

Une autre modification importante apportée aux vecteurs lentiviraux est
I’incorporation dans les particules virales d’une glycoprotéine d’enveloppe
appartenant initialement a un autre virus. Cette modification est le «
pseudotypage ». La glycoprotéine d’enveloppe choisie sera la clé pour une
transduction spécifique des cellules ou du tissu d’intérét, c’est ce qui est appelé
le tropisme [22-25]. Le choix du pseudotype est donc important afin d’obtenir

une adhésion et une fusion spécifique des vecteurs avec les cellules d’intérét.

Tableau II : Liste des glycoprotéines d’enveloppe utilisées pour pseudotyper des

LV dériveés du VIH [11].

Il existe une large variété de glycoprotéines (GP) d’enveloppe virale (ex. la
glycoprotéine d’enveloppe du VSV, du virus de la rage, du MLV amphotrope,

du virus Ebola, du virus Mokola, du baculovirus, du virus de la rougeole, etc) et



aussi des GP d’enveloppe virale modifiées, pour pseudotyper les vecteurs
lentiviraux (tableau 2).

Parmi les glycoprotéines dérivées des y-rétrovirus, il y a les GP dérivée du MLV
ectopique [26,27], du 4070A MLV amphotropique [27], du 10A1 MLV [28,29],
NZBMLYV xénotropique et celle du mink cell focus-forming virus polytropique
[29].

Les LV portant la glycoprotéine du filovirus, Ebola virus Zaire, augmente le
niveau de transduction des cellules du poumon chez la souris [30] tandis que les
LV portant la glycoprotéine GP64 du baculovirus ou El et E2 du virus de

I’hépatite C cibleront préférentiellement les cellules hépatiques [31,32].

Les vecteurs lentiviraux pseudotypés avec la glycoprotéine du virus de la rage
(RV) ou une glycoprotéine de fusion RV/VSV, sont capables, apres injection en
périphérie, de réaliser un transport rétrograde axonale et d’atteindre le systeme

nerveux central [22-25].

Les vecteurs lentiviraux pseudotypés avec les glycoprotéines H et F du Measles
virus (MV) Edmondson permettent de transduire efficacement les cellules T
exprimant a leur surface les récepteurs SLAM (signaling lymphocytic activation

molecule receptor) et CD46 [33-36].

D’autres glycoprotéines ont aussi été dérivées du virus leucémogene du gibbon
(« gibbon ape leukemia virus » : GALV) [28,29] et la glycoprotéine RD114 du
rétrovirus félin endogeéne [37—40]. Ces deux GP ont un ciblage hématopoiétique.
La glycoprotéine d’enveloppe GALV présente un tropisme hématopoiétique fort
puisque la plupart des cellules hématopoiétiques expriment la protéine Glvrl (ou

Pit-1), le récepteur cellulaire de GALV [39,41].

La glycoprotéine VSV-G est la plus largement utilisée pour pseudotyper les LV.
Elle permet une transduction efficace ex vivo des CSH exprimant le marqueur
CD34 et la transduction in vivo des cellules du systéme nerveux central, du

muscle et du foie [42]. Les vecteurs VSV-G-LV sont utilisés pour la premiere
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fois dans un essai clinique en 2002 [43]. Ils sont plus stables et donc plus faciles

a purifier dans les contraintes BPF [44,45].

2.2.4. Production des vecteurs lentiviraux :

2.2.4.1. Les lignées cellulaires utilisées pour la production des
vecteurs lentiviraux :

Les cellules de reins embryonnaires humains (human embryonic kidney)
HEK293T(ou 293T) sont principalement utilisées pour produire des vecteurs
lentiviraux et des vecteurs rétroviraux [46]. Cette lignée cellulaire devenue une
référence est facilement transfectable avec une efficacité de I’ordre de 70-90%.
Ces cellules ont ét¢ modifiées pour exprimer stablement I’antigéne T de virus
simien 40 (SV40) [47,48]. Dans les mémes conditions de culture, les cellules
293T ont une croissance plus rapide et permettent de produire 4 fois plus de
vecteurs que les cellules HEK293 n’exprimant pas D’antigene T [49]. Il a
¢galement ¢€t¢ montré que Iutilisation des cellules 293T permet une
augmentation du titre de production des LV de 10 fois en comparaison avec le
titre obtenu lors de I'utilisation de la lignée productrice HEK293 [50]. De plus,
les cellules 293T peuvent facilement s’adapter a la culture en suspension dans
un milieu sans sérum [49,51,52] ce qui permet de les utiliser pour une
production a grande échelle dans des bioréacteurs et de réduire le nombre de
composants du milieu de culture, le nombre d’étapes et le colit des procédés de

purification.

2.2.4.2. Production des vecteurs lentiviraux par transfection

transitoire :
L’expression transitoire est la méthode la plus communément utilisée pour
produire les LV. Elle consiste a la transfection transitoire de plasmides codants

1) gag-pol, i1) rev, ii1) un plasmide codant la glycoprotéine d’enveloppe et iv) un
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plasmide de transfert codant le transgéne d’intérét avec en cis les séquences
minimales qui sont requises pour la production, la prise en charge et
I’encapsidation de I’ARN viral [53] (figure 3). La transfection transitoire est un
procédé plus rapide et plus simple que 1’établissement de lignées stables et elle
permet de faire exprimer un transgene cytotoxique [54].

De grandes améliorations ont récemment été décrites pour produire des LV par
transfection transitoire [52,55-59]. Certaines de ces études décrivent des
systemes de production transposables a grande échelle pouvant générer plus de
10'! particules lentivirales par lot, ce qui permet la mise en place d’essais
cliniques. Ces am¢liorations sont pour la plupart une combinaison de parametres
comme le type cellulaire, le milieu de culture, les additifs de culture, la
technique de culture cellulaire et I’agent transfectant d’ADN plasmidique. Par
exemple, Kuroda et al. [60] ont décrit un protocole de production basé sur la
culture des cellules adhérentes avec une transfection au PEI [60]. Tiscornia et al.
ont décrit une méthode de production lentivirale a large ¢chelle avec des cellules
adhérentes et du sérum de veau foetal (SVF) avec une transfection classique au
phosphate de calcium (CaPO4) [61]. Segura et al. ont montré qu’il est aussi
possible d’améliorer la production lentivirale dans un systéme de culture en
suspension [56]. Leur milieu est sans sérum et complémenté en acide pluronique
(Pluronic®) et la transfection est réalisée au PEI. La qualité de la préparation
des plasmides et la taille de I’insert influence aussi 1’efficacité de transfection.
En effet, plus la taille de I’insert est grande, plus le titre de la production
lentivirale diminue [62] et la préparation d’ADN plasmidique utilis€¢ pour la
production lentivirale doit étre exempte d’endotoxines d’origine bactérienne et

étre de préférence sous forme super-enroulée [56].
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Figure 3 : Schéma de la production des vecteurs lent viraux par transfection

transitoire

Pour la transfection transitoire, les principales difficultés rencontrées sont 1) le
risque de recombinaison entre les plasmides transfectés, i1) la contamination du
milieu avec les plasmides qui complique le processus de purification et iii) la
difficulté d’identifier des conditions optimales pour la transfection multiple qui

conduit a de la variabilité entre les différents lots de production.

2.2.4.3. Production des vecteurs lentiviraux a partir de lignées

stables :
Des lignées cellulaires d’encapsidation exprimant stablement les genes gag-pol,
env et rev ont ét¢ développées comme alternative a la transfection transitoire.
Pour produire les LV, le plasmide de transfert contenant le transgene d’intérét
est transfecté dans ces cellules avec du PEI [63] ou par précipitation au Ca2PO4
[8,64]. Il existe également des lignées cellulaires productrices (LCPs) qui

13



expriment stablement tous les ¢éléments nécessaires pour la production

rétrovirale [65].

Elles peuvent étre obtenues soit par transfection de tous les plasmides soit par
infection par des vecteurs rétroviraux précédemment produits. Ces lignées
cellulaires stables peuvent produire des particules virales pendant 5 a 6 jours

[66,67].

Aussi, des constructions SIN, dans lesquelles les LTR sont régulés, ont été
utilisées pour générer des LCPs stables capable de produire des LV de 3™
génération avec un titre supérieur a 107 TU/mL [66-68]. Greene MR et al. ont
décrit une lignée productrice stable de SIN-LV pour la maladie SCID-X1
capable de produire ce vecteur a large ¢chelle (280 litres) avec un titre de 1’ordre
de 7,2x10® tu/mL aprés concentration [69]. Récemment, une nouvelle LCP,
appelée RD2-MolPack-Chim3, a ét¢é mise au point pour la production de
vecteurs RD114 TR LV.

Il a été montré que ces vecteurs ont permis de transduire des CSH avec la méme
efficacité que des vecteurs VSV-G-LV produits par transfection transitoire mais

avec une dose de vecteur 100 fois inférieure [70].
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3. LA THERAPIE GENIQUE HEMATOPOIETIQUE :

3.1. Les cellules souches hématopoiétiques humaines et la thérapie
génique :

Les cellules souches hématopoiétiques sont des cellules capables d’auto-
renouveélement in vivo et sont a I’origine des cellules sanguines différenciées
(figure 4). L’hématopoi¢se est régulée par un microenvironnement
hématopoiétique complexe au sein de la moelle osseuse, la niche. Cette niche
hématopoictique est composée de cellules endothéliales, de fibroblastes, de
macrophages et de protéines de la matrice extracellulaire [71]. La thérapie
génique avec des CSH autologues est une alternative a la greffe de CSH
allogéniques [4,72—80]. L’utilisation de cellules autologues évite les problemes
relatifs a la recherche d’un donneur compatible et la réaction du greffon contre
I’héte (GvHD) [81]. Les CSH humaines peuvent étre isolées a partir de la
moelle osseuse, du sang de cordon ou de sang périphérique mobilise¢, et
enrichies par immuno-affinité en utilisant des anticorps spécifiques du marqueur
de surface CD34+ [82]. Le transfert de génes dans les CSH est une approche
attractive pour le traitement des maladies hématopoiétiques monogéniques. En
effet, la correction génétique des progéniteurs hématopoiétiques permet de
reconstituer, apres quelques semaines, un systéme immunitaire complet chez le
patient. Ces quinze dernieres années, une série d’essais cliniques de thérapie
génique pour des maladies hématopoiétiques, des cancers ou des

immunodéficiences primaires a €té réalisée avec succes [83—85].
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Figure 4 : La cellule souche hématopoiétique et son devenir :

3.2. Exemples d’essais cliniques de thérapie génique des CSH :

3.2.1. Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) :
Le WAS est une maladie hématopoiétique candidate pour la thérapie génique
avec I’utilisation de CSH transduites avec des LV dérivés du VIH-1 [86]. Le
WAS est une immunodéficience primaire rare caractérisée par une
microthrombocytopénie, des infections récurrentes, de 1’eczéma et il est aussi
associ¢ a des symptomes d’auto-immunité [87]. Les études précliniques ont
montré D’efficacité et la sécurité du transfert de géne ex vivo dans des CSH
autologues en utilisant un LV exprimant le géne WAS humain sous le contrdle
du promoteur endogene WAS et pseudotypé avec la glycoprotéine d’enveloppe
VSV-G (WAS-LV) [88-90]. Ces résultats ont permis de poursuivre les études

vers la clinique pour traiter des patients atteints de la forme sévere du syndrome
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de Wiskott Aldrich et qui n’ont pas de donneur compatible pour une

transplantation allogénique de la moelle osseuse [91].

3.2.2. La granulomatose septique chronique (CGD= Chronic
Granulomatous Disease) :

Elle est causée, dans la majorité des cas, par des mutations dans le géne CYBB,
qui code la protéine gp91 phox qui fait partie du complexe nicotinamide adénine
dinucleotide phosphate oxidase (NADPH-oxidase). Cette mutation a un impact
sur P’activité antimicrobienne des neutrophiles et donc conduit a un défaut de
destruction des bactéries et des champignons [85]. Le premier essai clinique
avec des CSH a démarré¢ aux Etats-Unis sans chimiothérapie, mais avec comme
résultats une mauvaise greffe et un bénéfice clinique de courte durée pour les
patients [72]. Depuis, d’autres essais avec une chimiothérapie au préalable, sont
menés dans différents pays [4,77,78,80,92]. La majorité des patients ont montre
des bénéfices cliniques au moins a court terme avec une disparition d’infections
antérieures, qui a été¢ associée au rétablissement transitoire de 1’activité de la
NADPH-oxydase dans les neutrophiles. Dans la majorit¢ des cas, une
diminution du nombre de cellules corrigées a été observée au cours du temps,
avec une faible greffe des progéniteurs. Ce phénomene peut s’expliquer par le
traitement insuffisant de cytoréduction des cellules immunitaires du patient.
Dans quatre patients, la présence de neutrophiles fonctionnels a plus long terme
¢tait seulement attribuable a I’apparition d’une population clonale, conséquence
d’une transactivation de genes myéloprolifératifs (MDS et EVII1) causé par

I’intégration du vecteur MLV avec LTR sauvage.

3.2.3. La pB-thalassemie :
La [-thalassemie est une maladie hématologique caractérisée par une
insuffisance ou une absence de production des chaines B de I’hémoglobine,

conduisant ainsi a une precipitation des chaines non appariées dans les
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progéniteurs érythroides et une perturbation de 1’erythropoiése. Ces défauts de
I’érythropoiése sont responsables de 1’anémie et des signes cliniques observés

chez les patients atteints de B-thalassemie.

Un essai clinique phase I/II dans lequel des cellules souches autologues derivées
de la moelle, transduites avec un vecteur SIN-LV exprimant le gene de la chaine
B de I’hémoglobine, a donné des résultats trés prometteurs avec disparition des
signes cliniques associés a la maladie [93, 94]. Par ailleurs, une production
stable de 1I’hémoglobine par les cellules corrigées a été observée plusieurs
années (8 ans) apres la greffe. Récemment plusieurs modifications dans le but
d’augmenter la sécurité, la sureté et I’efficacité a long terme du vecteur ont été

effectuées avec succés [95, 96].

Tableau III : Les essais cliniques de thérapie génique : Succes et écueils.

Maladie vecteur Géne Nb efficacité complications réfs

ADA-SCID y-rétrovirus ADA 42 Longterme Aucune Aluti, 2002; Aiuti, 2009; Gaspar,
2011; Candotti 2012

X-SCID y-rétrovirus IL2Ryc 19  Long terme 5 LAL-T (LMOZ2, CCND2, BMI-1) Howe, 2008; Hacein-Bey-Abina,
2010

CGD y-rétrovirus gp91phox 4 Transitoire 3 MDS (MDS1, PRDM16 SETBP1) Stein, 2010; Kang, 2010; Aluti,
2012

WAS y-rétrovirus WAS 10 Longterme 4 LAL-T (LMO2, TAL1..)) Boztug, 2010; Braun 2014

2 LAL-T/LAM

1 LAM (MDS1, MN1)

X-SCID  SINyrétrovirus IL2Rpc 9 Long terme

ADA-SCID SIN lentivirus ADA 16  Suivi: 6 mois Gaspar 2015

X-SCID SIN lentivirus IL2Ryc 2 Long Terme De Ravin 2013 ; De Ravin 2015

WAS SIN lentivirus WAS 14  Long terme Aiuti, 2013 ; Hacein-Bey-Abina
1 décés du a une infection 2015

préexistante

B-thalassémie  SIN lentivirus B-globine 11 Long terme (HMGA2) Cavazzana 2010; Payen 2012,
(8/11) Cavazzana 2015; Walters, 2015

Drépano. SIN lentivirus B-globine 1 Suivi : 9 mois Cavazzana, 2015

ALD SIN lentivirus ABCD1 4 Long terme (3/4) Cartier, 2009; Cartier, 2012

MLD SIN lentivirus ARSA 20 Longterme Biffi, 2013
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CHAPITRE 1II: UTILISATION D’ADDITIFS DE CULTURE POUR
AUGMENTER LE TAUX TRANSDUCTION DES CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES :

1. PROBLEMATIQUE :
Deux éléments sont critiques dans le développement de la thérapie génique avec

des cellules souches hématopoiétiques : 1) la durée de manipulation in vitro, qui
augmente les risques de différentiation cellulaire et i11) la nécessité d’utiliser de
fortes doses de vecteur pour transduire efficacement ces CSH. Les CSH
humaines et murines peuvent étre transduites €X Vivo pendant un temps court
avec des LV, mais il est nécessaire d’utiliser une forte dose de vecteurs et de les
stimuler avec des cytokines pour espérer avoir une transduction efficace [97].
Dans un premier temps, le transfert de gene et ’expression a long terme du
transgene dans les cellules différenciées ont été réalisés avec succes dans des
modeles murins [98,99]. Cependant, les expérimentations sur des modeles
canins et simiens ont rencontré de plus grandes difficultés liées a la faible
efficacit¢ de transduction des cellules souches [100-102]. Les nouvelles
approches consistent a utiliser des additifs de culture pour promouvoir 1’entrée

du virus dans les cellules.

2. LES ADDITIFS DE CULTURE :
2.1. La protamine sulfate :
La protamine sulfate, ou salamine, est une petite protéine cationique du saumon
[101]. Elle est capable de promouvoir a la fois le transfert de génes avec des
vecteurs rétroviraux [98] mais aussi avec des AAV [99, 103]. Cornetta et al. ont
montré que la protamine sulfate utilisée a une concentration de 5 a 10 pg/mL est
efficace pour améliorer la transduction des cellules avec des vecteurs rétroviraux

et est moins toxique que le polybrene [59]. Dans 1’essai clinique concernant la
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maladie ALD li¢e a I’X, la protamine sulfate a été utilisée a une concentration

de 4pg/mL pour pouvoir transduire les CSH CD34+ [104].

2.2. Le fragment de fibronectine CH-296 (Retronectin®) :
La fibronectine est une des protéines majeures composant la matrice
extracellulaire [105]. Des études ont montré que la fibronectine permet
I’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire mais aussi induit des voies de
signalisation intracellulaires via son interaction avec les intégrines présentes a la
surface des cellules [106]. Un systeme d’expression construit dans Escherichia
coli a permis de produire un fragment de fibronectine humaine de 33 kDa,
appelé C-274 [107], avec une forte activité d’adhésion cellulaire (figure 5). En
thérapie génique, les fragments recombinants de la fibronectine humaines
comme le fragment FNCH296 ou encore Retronectin® sont largement utilisés

avec des vecteurs retroviraux pour augmenter 1’efficacité de transfert de genes

dans les cellules cibles [108].

Figure 5 : Structure de la fibronectine et de ses fragments

Depuis, plusieurs études ont montré une amelioration de I’efficacité du transfert
de genes par des vecteurs rétroviraux en présence de Retronectin® dans des
cellules de mammiferes dont les cellules humaines CD34+, les lymphocytes T
de primates humain et non humain et aussi les cellules de lignées de

lymphocytes T humains (Exemples : les cellules Jurkat) [109]. L hypothese
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d’action de la Retronectin® est sa capacité a colocaliser des particules virales et

des cellules cibles [110].

2.3. Le polybrene :
Le polybrene (hexadimethrine bromide) est connu comme étant une molécule
capable d’amplifier I’infection rétroviral depuis 1960 [21]. Aujourd’hui il est
utilis¢ dans de nombreux protocoles de transduction pour augmenter le taux de
transfert de geéne induit par les vecteurs rétrovirales et adénovirales [106, 111].
Malheureusement le polybrene ne peut étre utilis€é qu’a dose faible (5 -10
pug/mL) et durant un temps court du fait de sa toxicité par perturbation du

potentiel de membrane [93].

24. MG132:
Santoni de Sio et collaborateurs ont démontré que MG132 pouvait augmenter la
transduction des cellules souches hématopoiétique par inhibition du protéasome
impliqué dans les mécanismes de défense de la cellule souche contre les
infections virales. Par ailleurs des taux de transduction nettement plus élevés ont
¢té observé lorsque MG132 étaient associ¢ aux cytokines et aux facteurs de
croissance des cellules souches [112—114]. Dueck et Guatelli [75] ont réussi a
avoir des taux ¢€levés de transfert de gene dans cellules souches hématopoictique
prétraitées avec MG132 mais la toxicité de cette molécule limite son utilisation

dans les protocoles de thérapie génique basés sur les CSH.

2.5. La rapamycine :
Plusieurs tentatives visant a augmenter le transfert de geéne a l’intérieur des
cellules souches hématopoiétiques ont fini par révéler que des barrieres
intrinseéques, appelés Facteurs de restriction, existent dans les cellules souches et
que ces facteurs de restriction étaient responsables de la résistance des cellules

souches a la transduction. Ces facteurs de restriction ciblaient particulierement
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les étapes précoces du cycle de la réplication virale [112]. Rapamycine, un
inhibiteur de mTOR (mammalian target of rapamycin), a ét¢ décrite comme une
molécule qui joue un réle clé dans la pénétration et I’intégration des vecteurs
lentiviraux a I’intérieur des cellules souches, par inhibition de ces facteurs de
restriction [115]. Ainsi un traitement a la rapamycine pouvait conduire a une
augmentation substantielle du transfert de géne a I’intérieur des cellules souches
[115]. Par conséquent, cette molécule serait bénéfique pour les essais cliniques
de thérapie génique par réduction du temps de transduction et la quantité de
particules virales nécessaires pour atteindre des taux de transduction optimaux ;

par conséquent une diminution du cout de la procédure.
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DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL PERSONNEL
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1. OBJECTIF DU TRAVAIL :

1.1. Objectif global :
Dans ce présent travail nous nous proposons d’explorer I’impact de UM171 sur

la transduction des cellules souches hématopoiétiques.

1.2. Objectifs spécifiques :

De maniére plus spécifique il s’agira de :

% Invitro
— Evaluer le taux de transfert de géne a Dl’intérieur des cellules souche
hématopoictiques transduites en présence de UM171,
— Evaluer les doses de UM 171 pour une transduction optimale des CSH,

— Evaluer la transduction des différents phénotypes de CSH en présence de

UMI171.

% invivo

— Evaluer 'impact de UM 171 sur la prise de greffe,

— Evaluer I'impact de UMI171 sur la tranduction des cellules souches
hématopoi étiques fonctionnelles,

— Evaluer 'impact de UM171 sur la transduction des cellules des différents

compartiments cellulaires de I’hématopoicse.

2. CADRE D’ETUDE :
Les travaux de ce mémoire ont été effectués dans le laboratoire de thérapie
génique hématopoiétique, Terry Fox Laboratory(TFL) du Centre de Recherche
sur le Cancer de la Colombie Britannique (Vancouver, Canada) et de

I’Université de la Colombie Britannique (UBC, Vancouver, Canada).
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3. MATERIELS ET METHODES :

3.1. Réactifs et produits chimiques :
La molécule UM171 a été synthétisée au laboratoire alors que la molécule SR1 a

¢té achetée aupres d’Alichem (cat : 41864).

3.2. Vecteurs viraux et leur production :
Les lentivirus pCCl-c-MNDUSpgkGFP et pCCl-c-MNDUSpgkYFP utilisés pour
transduire les cellules hématopoietiques ont €té¢ décrites par Logan AC et al
[116]. De hauts titres de ces virus ont été produites par transfection transitoire de
cellules 293T en utilisant 10pg du vecteur, 6.5ug du gag/pol, 2.5ug RSV-Rev et
3.5ug pMD. G (VSVg). Les particules virales ont ensuite €té concentrées par
ultracentrifugation a 25.000rpm et a 4°C pendant 1,5 heure. Les aliquots du
surnageant viral ont ensuite €t€¢ conservés a -80°C aprés que leur titre soit

déterminé sur des cellules Héla ou K562.

3.3. Les cellules hématopoiétiques :
Les cellules hématopoiétiques en 1’occurrence les cellules de sang de cordon
ombilical ont ¢té obtenues a partir de donneurs consentants selon une procédure
approuvee par le comité d’éthique de I’Université de la Colombie Britannique
(Vancouver, Canada). Les cellules ont ensuite ¢été triées sur la base de
I’expression du marqueur CD34+, en utilisant un trieur Influx II sorter (BD

Bioscience) pour atteindre des niveaux de pureté d’au moins 90% +.

3.4. La culture cellulaire :
Les cellules CD34+ sont préstimulées pendant 16 heures dans un milieu sans
sérum (SFM; Iscove’s medium) supplémenté avec du sérum de veau, de
I’albumine, de I’insuline et de la transferrine (BIT, STEMCELL Technologies),
de 10 pg/ml de low density lipoprotein (LDL, STEMCELL Technologies), 10+

M de 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), de 10* M de glutamax500
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(STEMCELL Technologies), de pénicilline et de streptomycine. A ce cocktail
on a ajouté 100 ng/mL de FLT3-ligand (FL), 100 ng/mL Steel Factor (SF), et 20
ng/mL d’IL-3, d’IL-6 et de granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (tous
de STEMCELL Technologies). La prestimulation est faite en présence ou en

absence d’UM171 (35 nM), SR1 (0.75 uM) ou DMSO (0.01%) selon le cas.

3.5. Transduction des cellules CD34+ :
A la fin de la prestimulation les cellules sont suspendues dans un milieu frais
contenant les facteurs de croissance appropri€s, les concentrés de virus a raison
de 1 x 10°a 1 x 10° particules virales/mL et la protamine sulfate a raison de 5
pug/mL. Ces cellules sont ensuite placées dans une plaque 96 puits dont les puits
sont préalablement recouverts de fibronectine (Sigma-Aldrich) a raison de 5
ug/cm?, puis incubées a 37°C pendant 6 heures. La transduction a été réalisée en
présence ou en absence de UM171 (35 nM), SR1 (0.75 uM) ou DMSO (0.01%).
A la fin de la transduction les cellules sont lavées plusieurs fois et sont utilisées
pour la transplantation in vivo ou cultivées pendant 72 heures pour déterminer le

taux de transduction in vitro.

3.6. Les souris :
Les souris NOD.Cg-Prkdcs® I12ry™Wil/Sz] NOD/SCID-IL-2Ryc-null, NSG ont
¢té produites au niveau de I’animalerie du Centre de Recherche sur le Cancer de
la Colombie Britannique (British Columbia Cancer Resarci Centre). Toutes les
procédures utilisées ont été approuvées par le “Canadian Council on Animal

Care guidelines™.

3.7. Expérience de xenotransplantation :
Dans les études de xenotransplantation, des souris NSG de 8-12 semaines ont
été irradiées avec 315 cGy de!*’Cs pendant 24 heures avant la transplantation.

Les souris ont ensuite regu par voie intraveineuse des doses équivalentes de 20

26



000, 4000, 800 CD34+ cellules transduites en présence ou en absence de
UMI171. La reconstitution lympho-myeloide de la moelle est suivie par une
analyse des aspirations de moelle a 3, 12, 20 25 et 30 semaines apres

transplantation.

3.8. Cytométrie de flux :

Le taux de transduction dans les différentes populations de cellules CD34+ a été
déterminé par cytométrie de flux aprés marquage avec les anticorps spécifiques
anti-humains suivants (toutes de eBioscience a moins que ca soit signale
ailleurs) : CD34-APC (clone 8G12, STEMCELL Technologies), CD38-PECy7
(cloneHIT2), Thyl-PE (cloneeBioSE10), CD45RA-APC780 (cloneHI100) and
CDA491-EF450 (clone eBioGoH3).

Pour I’analyse phénotypique des cellules humaines dérivées de moelle osseuse
des souris transplantées, la cytométrie de flux a ¢té réalisée sur les cellules
fraichement recueillies de la moelle. Les cellules sont alors traitées avec une
solution de lyse des globules rouges (StemCell Technologies), lavées et
incubées avec une solution bloquante (PBS avec 2% FBS, 5% de sérum humain,
un anticorps anti CD16/CD32 un anticorps (2.4G2)). Les cellules sont ensuite
marquées avec les anticorps spécifiques antihumains suivants : CD45-Alexa
Fluor 700 (clone HI30, Biolegend), CD33-PE-CY7 (clone WM-53,
eBioscience), CD19-PE (clone, HIB19, Biolegend), CD20-PE (clone L27,
StemCell Technologies). Un minimum de 200000 cellules de moelle a été
analysé. Un contrdle négatif a été établi avec des cellules provenant de souris

non transplantées.
3.9. Détermination du nombre de copies du virus :

Des cellules CD34+ dérivées de sang de cordon (20 000 cellules) étaient

transduites en présence ou en absence de UM171. Apres la transduction les
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cellules ont ensuite été lavées et cultivées pendant 10 jours avant de procéder a

I’extraction de I’ADN génomique (DNAzol Reagent (Invitrogen)).

Le nombre de copies du virus par cellule rapporté a la moyenne, a été¢ déterminé
par multiplex TagMan qPCR sur un appareil ABI 7900HT (Applied
Biosystems) comme précédemment décrite [117]. Les vecteurs intégrés ont été
déterminés par amplification de leurs transgenes GFP ou YFP en utilisant soit
les pairs d’amorces GFP_FW (5’- GTA GCG GCT GAA GCA CTG-3’) et
GFP_RV (5’-CTG CAC CAC CGG CAA-3’) en combinaison avec un probe
GFP (/56-FAM/CC ACC CTG A/Zen/C CTA CGG CGT G/3IABKFQ/) ou la
paire d’amorce GFP/YFP2 FW (5’-GAA CCG CAT CGA GCT GAA) et
GFP/YFP2 RV (5’-TGC TTG TCG GCC ATG ATA TAG-3’) en combinaison
avec un probe GFP/YFP2 (/56-
FAM/ATCGACTTC/ZEN/AAGGAGGACGGCAAC/3IABKF). Les Ct values
sont normalisés a la quantit¢é d’ADN introduite par amplification du gene de
référence PTBP2 en utilisant les amorces PTBP2 FW (5°-TCT CCA TTC CCT
ATG TTC ATG C-3°) et PTBP2 RV (5’-GTT CCC GCA GAA TGG TGA
GGT G-3’) et le probe PTBP2 (/STET/AT GTT CCT C/Zen/G GAC CAA CTT
G/31ABKFQ/). L’efficience de la PCR a été déterminée par une série de dilution
du plasmide contenant les séquences cible de GFP ou PTBP2. Le calcul du
nombre moyen de copies du virus par cellule a ensuite été effectué¢ suivant la

méthode décrite par Pfaffl [118].

3.10. Analyse statistique :
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (erreur standard sur la moyenne)
ou SD (écart type) ou en moyenne géométrique + SD. Les différences entre les
groupes ont été analysées en utilisant le test de student (pair ou impair selon le
cas). * Indique une différence statistiquement significative p<0.05, ** p<0.01,

% p<0.001, and **** p<0.0001.
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4. RESULTATS :

4.1. UM171 augmente le rendement et la transduction des cellules

hématopoiétiques primitives aprés culture :

4.1.1. UM171 et non SR1 augmente la transduction et I’expansion

des CSH :
Nos résultats ont montré que UM171 pouvait augmenter le taux transduction des
cellules hématopoiétiques de par un facteur de 2 comparé au controle (DMSO)
(62 = 4% versus 37 = 4%, p=0.001, Figure 6). Contrairement a UM171, la
molécule SR1 testée dans les mémes conditions, n’avait aucun effet sur le

transfert de géne selon qu’elle soit seule ou associée a UM171 (Figure 6).
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Figure 6 : Impact de UM171 et SR1 sur la transduction des CSH primitives
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4.1.2. L’impact de UM171 sur la transduction et I’expansion des
CSH est dose dépendante :

L’impact de UM171 sur la transduction des cellules souches hématopoiétiques
¢tait dose dépendante et atteignait un plateau lorsque le taux de transduction
¢tait multiplié par un facteur de 3 (Figure 7). Par ailleurs cette tendance se
répercutait aussi sur le nombre de copies du virus par cellule qui était aussi
multiplié par 2 en présence de UM171 (0.85+0.1 versus 0.4+0.04, Figure 7). Il
est important de noter que le plateau était atteint a une concentration de UM171
de 35nM/mL, correspondant a la concentration optimale de UMI171 pour

I’expansion in [5] in vitro des cellules souches hématopoiétiques [5].
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Figure 7 : Taux de transduction en fonction de la dose de M171
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4.1.3. L’impact de UM171 sur la transduction ne dépends pas de

la concentration de virus :
UM171 augmentait la transduction des cellules hématopoiétiques en présence de
diverses concentrations de virus, allant de 10° a 10’particules virales /mL,
MOI=0.5-5000) (Figure 8). Il en ressort qu’on pouvait utiliser nettement moins
de particules virales en présence de UM171 pour atteindre les mémes taux de

transduction avec des doses €levées de particules virales en absence de UM171.
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Figure 8 : Taux de transduction en fonction de la concentration de virus
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4.1.4. L’impact de UM171 sur la transduction ne dépend pas du

phénotype de la cellule hématopoietique :
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Figure 9 : Taux de transduction en fonction du type cellulaire.

L‘augmentation de la transduction induite par UM171 pouvait aussi étre étendue
aux populations cellulaires les plus immatures notamment les cellules
appartenant au phénotype CD34+CD45RA- ou encore CD34+CD38-CD45RA-

CD90+CDA49f+ et ceci avec différentes concentrations de virus (Figure 9).
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4.1.5. UM171 Augmente I’expansion in vitro des CSH modifiées :
UMI171 augmentait le nombre absolu de cellules hématopoiétiques obtenu a la
fin de la culture (Figure 10). L’augmentation combinée de la transduction et du
nombre de cellules recueillies a la fin de la culture, conduisait a une

augmentation du nombre total de cellules transduites (Figure 10).
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Figure 10: UMI71 augmente le nombre de cellules hématopoiétiques

transduites.
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4.2. UM171 augmente la transduction et DP’expansion des CSH

fonctionnelles :

4.2.1. UM171 augmente la prise de greffe des CSH fonctionnelles :
Trente (30) jours apres la transplantation des CSH transduites en présence de
UMI171 ou non chez des souris ayant préalablement subi une irradiation
corporelle totale, la prise de greffe était plus importante chez les souris
transplantées avec les cellules transduites en présence de UM171 quel que soit la
dose (UM171 ; 72.4+0.2, 39.1+0.3 et 10.4£3%, vs DMSO ; 34.3+3%, 30.6+4%
et 2.2+1, pour les doses de 20,000, 4000 et 800 cellules par souris

respectivement, Figure 11).
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Figure 11 : Evolution de la prise de greffe aprés transplantation avec les CSH

transduites
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4.2.2. UM171 augmente la transduction des CSH fonctionnelles :
L’augmentation de la transduction notée in vitro sur les cellules
hématopoiétiques était aussi observée In Vvivo sur les cellules souches
hématopoiétiques fonctionnelles a travers une augmentation plus marquée des
taux de transduction de CSH chez les souris transplantées avec des cellules

préalablement traduites en présence de UM171.
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Figure 12 : Impact de UM171 sur la transduction des cellules CD45+ humaines.
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4.2.3. L’augmentation de la transduction et de I’expansion des
CSH induite par UMI171 s’étend aux compartiments
lymphoide et myéloide :
Cette augmentation était aussi observée sur la transduction et I’expansion des

cellules des cellules lymphoides (Figure 13, gauche) et myéloides (Figure 13,

droite).
4010 bmso 4010 omso
Buvi7: L) Buvi71
m o
= 301 © 301
o o —kk
© ns 0.09 o
oM — ©
= 20 ; 20
o c
L —
o o
L
R 101 o 101
X
0 0
20000 4000 20000 4000

Figure 13: Impact d’UMI171sur la transduction des cellules lymphoides
CD20+CD19+ (a gauche) et CD33+ my¢loides (a droite).
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5. DISCUSSION :
Atteindre des taux ¢levés de transduction dans les cellules souches
hématopoiétiques, dans des conditions de culture in vitro qui préservent leur
intégrit¢ demeure un défi a relever en pratique quotidienne en thérapie génique.
Nous avons démontré que UM171 ¢était capable de stimuler I’expansion in vitro
des cellules capable de repeupler a long terme la moelle osseuse de souris
irradiées [5]. Ici nous montrons qu’une bréve exposition des cellules souches
hématopoiétiques a UMI171 augmentait de manicere substantielle leur
transduction lentiviral sans altérer leur potentiel souche. L’augmentation de ce
transfert de gene médicée par UM171 était dose dépendante et se reflétait par
ailleurs par une augmentation concomitante du nombre de copies du virus par
cellule. Cette augmentation de la transduction des cellules souches était
apparente sur une gamme variée de concentrations de virus. Ceci revét un
caractere particulier car ayant des répercussions financieres non négligeables
quant aux ressources financieres engagés dans les protocoles de thérapie
génique. En effet il était possible de diminuer sensiblement la quantité de virus
(d’ou la diminution du cofit) nécessaire pour atteindre des taux de transductions
efficaces en ajoutant seulement UM171 dans les milieux de cultures lors de la
transduction. L’augmentation du transfert de geéne était également étendue a
toutes les sous populations de cellules hématopoiétiques fonctionnelles. Cette
observation est d’une grande importance car les vraies cellules souches
hématopoictiques capable d’autorenouvelement, de différentiation et de
repeuplement a long terme des compartiments hématopoiétiques sont
minoritairement comprises dans les sous-types de cellules les plus primitives
[119]. UM171 ne compromettait pas 1’intégrité des cellules souches in vitro, au
contraire I’exposition a ce dernier entrainait une augmentation significative du
nombre de cellules souches récupérables a la fin de la culture. De plus les
expériences in vivo ont montré que UM171 était capable d’augmenter la prise de

greffe et de maintenir des taux ¢élevés de transduction dans les souris

37



transplantées. En comparant les progéniteurs et les cellules souches
hématopoiétiques primitives, le taux de transduction était plus proéminent sur
les cellules primitives capables de repopulation a long terme. Ceci pourrait étre
d’une importance capitale dans les protocoles cliniques car le taux de

chimerisme est déterminant pour le succes d’une procédure de greffe de moelle

[120].
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CONCLUSION
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Dans I’ensemble les résultats de nos différentes expériences ont des implications
majeures en clinique humaine notamment en thérapie génique et en thérapie
cellulaire. L’utilisation de UMI171 comme additif de culture pendant Ia
transduction lentivirale des cellules souches hématopoiétiques peut améliorer
significativement la délivrance des génes d’intérét dans ces cellules cibles. On
pourra ainsi utiliser des cultures in vitro de courtes durées et /ou des quantités
minimales de particules virales par cellule pour atteindre des taux de
transduction adéquats en accordance avec un nombre souhaité de copies du virus
par cellule. Nos résultats encourageants en termes de suret¢ de UM171 et la
praticabilité de son utilisation pourraient ouvrir d’autres opportunités quant a

son utilisation en clinique humaine.
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UM171 EST UNE MOLECULE CAPABLE D’AUGMENTER LE TRANSFERT DE GENE A

L’INTERIEUR DES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES HUMAINES

RESUME

INTRODUCTION : La thérapie génique hématopoiétique est souvent limitée par un faible
taux de transduction et des pertes en cellules souches lors des manipulations in vitro. Nous
avons identifi¢, par criblage a haut débit d’une bibliothéque de plus de cinq milles (5000)
molécules, UM171, une petite molécule capable de stimuler 1’expansion in vitro des cellules
souches hématopoiétiques. Dans ce présent travail nous explorons I’impact de UM171 sur la

transduction lentivirale des cellules souches hématopoiétiques humaines.

MATERIEL ET METHODE : Pour explorer la capacit¢ de UMI171 a augmenter
I’efficacité du transfert de gene a I’intérieur des cellules souches hématopoiétiques, des
cellules CD34+ dérivées de sang de cordon sont prestimulées pendant 16 heures en présence
ou en absence de UM171. Immédiatement apres la prestimulation, les cellules provenant des
différentes conditions de culture sont exposées pendant 6 heures a un vecteur lentiviral.
Apres cette étape de transduction, les cellules étaient cultivées pendant 3 jours
supplémentaires et le transfert de géne a l'intérieur des différentes sous-populations de
cellules hématopoiétiques a été évalué par cytométrie de flux. Dans certaines expériences les
cellules ont €té récoltées et transplantées a des souris irradiées pour évaluer le potentiel

hématopoiétique des cellules ainsi trasnduites.

RESULTATS : L’utilisation de UM171 (35nM) a conduit a une augmentation substantielle
(~2X, 62 + 4% versus 37 £ 4%, p=0.001) du transfert de géne a I’intérieur des cellules
souches hématopoiétiques primitives. Mieux encore UM171 augmentait le transfert de géne a
I’intérieur des cellules souches hématopoiétiques fonctionnelles capables de repeupler, a long

terme, les compartiments hématopoiétiques de sujets ayant subi une myéloablation.

CONCLUSION : Nos résultats ont montré qu’en plus de la capacité de UM171 a stimuler
I’expansion in vitro des cellules souches hématopoiétiques, cette molécule peut aussi
augmenter le transfert de gene a l’intérieur de ces cellules. Ces découvertes ont des
implications translationnelles majeures en clinique humaine pouvant donner espoir a une

grande majorité de patients souffrant de maladies hématologiques héréditaires ou acquises.




