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CHAPITRE |: INTRODUCTION

I/ Heme
1-Fonctions de I'héme

L’héme est le groupement prosthétique d’'un ensenblgrotéines appelées hémoprotéines. Elles
sont impliguées dans de nombreux processus cedlsldels que le transfert d'électrons, le
transport et le stockage musculaire de I'oxygeme,détoxification cellulaire et I'apoptose
(Tab.1}. De plus, 'héme exerce un rdle régulateur esseres études récentes révélent le role
de 'hnéme dans la maturation des microARN et letréd® du cycle circadiefi®. L'héme inhibe

les canaux dépendants du calcium (par exempledeaus BK SLO-1)* et exerce tout un
ensemble de régulation par sa capacité a se fixates protéines ayant des motifs HRM (Heme
Regulatory Motif). Ces régulations concernent alssn la régulation de la transcription (par
exemple : les gene8YC1, CYC2, CTT1) que la régulation de la traduction par HRI (Heme-
Regulated Inhibitor) et des régulations post-tréiduoelles (ALAS1, IRP1, BACH1)Cette
molécule est également un effecteur dans plusiaies cellulaires telles que la différenciation
des tissus neuronaux, adipeux et érythroide. Bienl'géme soit synthétisé dans chaque cellule
humaine pour les respirations cellulaires et desctigns d’oxydoréduction, il est tres
majoritairement produit dans les cellules érythiépques pour la synthése de 'hémoglobine et
dans les cellules parenchymateuses hépatiques lpowynthese des cytochromes P450.
L’ensemble de ces fonctions rend la molécule d’hémdespensable a la vie. Le contrble de la
production de I'heme différe entre ces deux tisgrncipalement en raison de la différence dans
les taux de synthése de l'acide 5-aminolévulinidiess macrophages de la rate et du foie
dégradent I'heme et recyclent le fer apres I'egpinagocytose de 'lheme par I’'héme oxygénase-
1°,

Hémoprotéines Réle principal
Hémoglobine Transport O2
Myoglobine Stockage 02
HRI (Heme Regulator Inhibitor) Régulation traduotielle
Cytochromes mitochondriaux Transfert d’électrons
Péroxydase Oxydation
Catalase Dismutation H202
Tryptophane dioxygénase Dégradation du tryptophane
Cytochromes Transfert d’électrons, oxydation
Cyclooxygénase Synthése de prostaglandines
Guanylate synthase Transport du NO
Oxyde nitrique synthase Synthése du NO

Tableau 1) Principales hémoprotéines humaines etues fonctions.
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2-Structure et des propriétés physico-chimiques dgsorphyrines et de I’'héme

Les porphyrines, molécules précurseurs de I'héraet des pigments rouges, fluorescents, de
structure cyclique, aromatique et tétrapyrroligues noyaux pyrroles A, B, C, D sont liés entre
eux par des ponts méthenes (-CH=) entre deux cesloo(ig.1). Le suffixe «inogene» indique
un état réduit des ponts méthenes tandis que fxesufine» représente I'état oxydé. Seuls les
dérivés oxydés sont colorés et fluorescents. Lactiéh et la quantification des porphyrines par
spectrofluorometrie dans les milieux biologiques psssible car les porphyrines libres ou
complexées a certains meétaux (ex : Zinc) eémettast fluorescence rouge intense quand elles

sont exposées a la lumiere violette (longueur céotiéxcitation : 405nm, dite bande de Soret).

A B
1 2RI) 1 2(R1)
Nn oW
o N ] oM [
| D N N, B ‘ D N (Fe) N{_B
(R4) 7 NH 4(R2) (R4) 7 NH 1(R2)
v
T L p Y g p
6®3) 5 6®3) 5

Figure 1) Structure des porphyrines et 'hemeA) Les porphyrines sont des pigments
aromatiquesKougg et tétrapyrroliquesBleu). Les noyaux pyrroles A, B, C, D sont liés
entre eux par des ponts méthénes (-CH=) entre datbonesa. B) L'atome de fer
(Violet) se fixe au centre de la porohyrine par les atodiazote {/ert) pour former
I'héme.

Les complexes métalliques de porphyrine jouent@l® important dans les activités biologiques
comme par exemple des complexes de fer dans lespnétéines, les complexes de magnésium
dans les chlorophylles, et un complexe de cobails dia vitamine B12. L’heme est un cofacteur
constitué d'un anneau organique hétérocycliqueodghgrine, qui contient un ion central de fer a
I'état ferreux (F&.
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3-Métabolisme de I'héme

La biosynthése de I'heme est un processus compjexee produit dans toutes les cellules grace
a huit réactions enzymatiques réparties entre igschondries et le cytosol. La premiére ainsi
gue les trois derniéres prennent place dans lachotadrie tandis que les étapes intermédiaires

sont cytoplasmiques (Fig.3).
A-Différentes étapes de biosynthése de I'hnéme ches mammiferes

* FEtapel
La premiere étape de la voie de biosynthese deéhest la condensation du succinyl-CoA et de
la glycine pour former 'acid&aminolévulinique (ALA) dans la matrice mitochoralé (Fig.2).
Cette réaction est catalysée par 'enzyme ALA sysgh(ALAS; EC 2.3.1.37). L'ALA est le
précurseur général pour tous les tétrapyrrolesrelatet représente la seule source de carbone et
les atomes d'azote nécessaires pour la formatithatee. Le premier rapport sur l'incorporation
des atomes d'azote provenant de la glycine en hera& publié en 1945, par Shemin et
Rittenberg®. Aprés lidentification de I'ALA comme un précunseotentiel de la biosynthése de
I'heme, l'activité de I'ALA synthase a été simukament décrite en 1958 par les groupes de
Shemin et Neubergeréhet Laver WG et Neuberger A Il existe deux isoformes d’ALAS :
ALAS1 et ALAS2, codées par deux genes. Leur hogielde séquence est de 75 % au niveau
du domaine catalytique. Les isoformes d’ALAS sast$euls dans cette voie qui sont codées par
deux génes différents. Le geAeASL est situé sur le chromosome 3 et est exprimé cenfa
ubiquitaire. Ce géne contient 12 exons et code poer protéine fonctionnelle de 640 acides
aminés. Le genALA est situé sur le chromosome X et contient 11 exGesgene code pour
une protéine fonctionnelle de 587 acides aminéssetexprimé uniquement dans les cellules
érythroides.
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Figure 2) La premiere étape de la voie de biosyntsé de 'hémelLa premiére étape de la voie
de biosynthese de I'héme se déroule dans la maitritechondriale. Elle consiste a la
condensation du succinyl-CoA et de la glycine plmumer I'acides-aminolévulinique (ALA).
Cette réaction requiert le PLP (Pyridoxal 5-Phasph qui est une coenzyme dérivée d’'une
vitamine, la Pyridoxine.

* FEtapell
La deuxieme étape de la biosynthése de I'hnéme mmildédans le cytosol. Elle consiste en la
condensation de deux molécules d’ALA par I'acidiadaminolévulinique déhydratase (ALA-D,
E.C.4.3.1.8) pour former la molécule monopyrroligqies porphobilinogéne (PBG). La protéine

delta aminolévulinate déhydratase nommée aussi ouom de porphobilinogene synthase
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(PBGS) est composée de 8 sous unités identiquegsdnte 4 sites catalytiques. Le g&hA-D
est localisé sur le chromosome 9 et contient 2 xadternatifs non codants, 1A et 1B, et 11
exons codant, 2 a 12. Les exons 1A et 1B sont@&pid'exon 2 de fagon alternative. Les exons
ont 2 promoteurs distincts qui sont actives suivagttissus: ubiquitaire pour 1A et érythroide
pour 1B '° L'activité de I'ALA-D est activée par des groupams thiols et du zinc.
L’intoxication par le plomb entraine une inhibitiole '’ALA-D en raison du remplacement des
ions de zinc par un autre cation divalent 16'Pb

» Etape lll
Dans la troisieme étape de cette voie, 'hydroxyléilane est généré par des liaisetéte a
gueue de quatre molécules PBG par I'hydroxyméthylbilasgnthase (HMBS) ou la
porphobilinogéne désaminase (PBGD, E.C.4.81)e génePBGD, situé dans le chromosome
11, est composé de 15 exons qui générent deux ABNssés de facon alternative codant pour
deux isoformes de l'enzym&®. La forme érythroide de PBGD posséde un promoteur
spécifiguement érythroide situé dans l'intron 1, ajoutit aprés transcription a un enchainement
exon2-exon3 alors que dans la forme ubiquitairenddéuration de I'ARN pré-messager aboutit a
un enchainement exonl-exon3. Le site d’initiatienlal traduction spécifiguement érythroide est
situé dans I'exon ¥. La protéine fonctionnelle de PBGD posséde 36descaminés.

* Etape IV
La conversion d’hydroxymeéthylbilane en uroporphggene Il (UROgene Ill) nécessite I'action
de I'enzyme uroporphyrinogene synthase Il (UROS.E2.1.75). Cette réaction, catalysée sans
cofacteur, est une inversion du noyau pyrrole Dydtbxymeéthylbilane, suivi d’une cyclisation
pour donner UROgeéne lll. Le gene uroporphyrinogeyrghase Ill est situé sur le chromosome
10 et est composé de 16 exons codant pour unein@alé 265 acides aminés. En absence de
l'enzyme HMBS, I'hydroxyméthylbilane se cyclise spamément en uroporphyrinogene |
(UROgéne 1) qui se transforme en coproporphyrinegdn (COPROgene 1) par une
décarboxylation. Le COPROgeéne | est une impassaholgue de la synthese de I'hnéme du fait
de son incapacité a étre transporté.

 FEtapeV
Dans le cytosol, les chaines latérales du macrecygdROgene Il sont décarboxylées
séquentiellement par I'uropophyrinogene décarbeeyl@JRO-D, E.C.4.1.1.37) pour former le
coproporphyrinogene 1l (COPROgeéne lll). Le gddBOD est situé sur le chromosome 1 et
contient 10 exons qui générent deux ARNm épisséagtmn alternative. Un seul ARNm code

pour lI'enzyme fonctionnelle de 367 acides aminés.
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» Etape VI
Toutes les étapes restantes de la biosynthesehdmel' prennent place a lintérieur des
mitochondries. Le COPROgene Il est importée daspace inter-membranaire mitochondrial,
ou il est transformé en protoporphyrinogene IX (A®R@ene IX) par la coproporphyrinogene
oxydase (CPOX, E.C.1.3.3.3). Le g&ieOX est localisé sur le chromosome 3 et est congiigué
8 exons codant pour une protéine de 454 acideséame gene possede un promoteur unique
qui est régulé differemment dans les tissus éridiesoet non érythroides. Il exprime deux ARNm
distincts grace a l'utilisation de deux signauxpdé/adénylation alternatifs.

* FEtape VI
L’'avant derniere étape de la biosynthese de I'h@siel'oxydation du PROTOgéne IX en
protoporphyrine IX (PPIX) par la protopophyrinogen&idase (PPOX E.C.1.3.3.4). Cette
réaction nécessite trois molécules d’oxygene etard la perte de six protons et six électrons, ce
qui génére trois molécules de peroxyde d’hydrogeae?POX est une flavoprotéine synthétisée
dans le cytoplasme et est transloquée vers la htitalrie ou sa localisation exacte reste soumise
a débat. Le genBPOX est situé sur le chromosome 1, et est composé axdns codant pour

une protéine de 477 acides aminés.
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Figure 3) Les différentes étapes enzymatiques deVaie de biosynthése de I'heme.

» Etape VI

Enfin, le fer ferreux est incorporé dans la PPIX lpaderniére enzyme de la voie de biosynthése
de I'heme, la ferrochélatase (FECH), pour formé&ethe dans la matrice mitochondriale. Le
premier rapport décrivant I'activité de ferrochékst dans les érythrocytes aviaires a été publiée
en 1956 par Ashenbrucker et ‘4l Cependant, il a fallu attendre 25 ans de pluguasla
premiére purification de la ferrochélatase a paeimitochondries de foie de rat pour caractériser
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l'activité FECH. Au début des années 1990, les garmelant pour la ferrochélatase venant de
plusieurs organismes eucaryotes ont été clonédgeieacés. De nos jours, la ferrochélatase est
'une des enzymes de la voie de biosynthése deméha mieux caractérisée (voir a la fin du

chapitre 1).
B) Régulation de biosynthése de I'heme

1-La régulation hépatique de la biosynthése de I'mée

La premiére étape de la biosynthése de I'hnémeysatalpar ALAS est I'étape régulée. Dans les
cellules non-érythrocytaires, en particulier daes hépatocytes, 'lhéme ou son produit oxydé,
I’hémine, contrblent I'activité enzymatique d’ALASdar un rétrocontrdle négatif a de multiples

niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionmmst-traductionnel en régulant la translocation de
I’ALA synthase du cytosol vers la mitochondrie isialement par une inhibition protéolytique de

'enzyme (Fig.4).
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Figure 4) Régulation hépatique de biosynthese denEme.

a- Régulation transcriptionnelle
Le premier mécanisme impligue PGG@-{Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma
Coactivator 1-alpha) qui est un coactivateur trepsonnel du géneALASL *°. PGC-b. est
régulé soit par le statut nutritionnel via la v&iKT (phosphorylation de FOX-1) et la voie CAMP
(phosphorylation de CREB), et par la quantité d’bdibre. Il a été montré que Rdorphan

nuclear receptor Rev-atpagit comme un senseur de 'héme dans I'organi<nien fixation de
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’héme sur Re entraine le recrutement du complexe corépressddACG8 (NCoR/histone
deacetylase 3), ce qui réprime la transcriptioP@€-1k: *° et par conséquent la transcription du
géneALASL *°. Le deuxiéme mécanisme alternatif de régulatianstriptionnel d’ALAS1 médié
par 'heme est basé sur l'identification d’'un HREHeMme Responsive Element) dans la région
proximale du promoteur d’ALAS1 chez la souris, shigue sur la liaison combinatoire d'Egr-1
(Early growth response protein 1) et ses corépues9¢BA1 et NBA 2 & HRE®. L'interaction
entre Egr-1 et le corépresseur est renforcée pagientation de la concentration de I'héme
intracellulaire, ce qui conduit a la répressionaé&anscription dAALASL. Ces deux mécanismes

peuvent réguler de maniere synergique la transonipglu geneéALASL, médié par I’heme.

Figure 5) Mécanismes de régulation transcriptionnéé d’ALAS1 par I'héme, modifié
d’aprés Gloria C Ferreira, 2013%%. L’héme libre se lie & Reet entraine le recrutement du
complexe corépresseur NCoR/HDACS3 sur la région aroér» du géene PGGrllL'héme libre

se lie également & Egr-1 et provoque l'interactmire Egr-1 et ses corépresseurs NBA1 et
NBA2 sur 'HRE dans la région proximale du geABASL. La cascade de signalisation de
l'insuline diminue la transcription d’ALAS1 par fiactivation de FOXO1 et CREB, qui sont des
régulateurs positifs de la transcription d’ALASL1.

b- Régulation post-transcriptionnelle
Chez I'hnomme, I'épissage alternatif de 'ARN, diasscellules hépatiques, génére deux transcrits
ALAS1 avec des régions non traduites distinctesegtremité 5' (5'-UTR). Dans la forme
majeure d’ARNMALASL, I'exon 1B est manquant alors que cet exon est co@stans la forme

mineure d’ARNMALASL. L'Heme diminue la stabilité de la forme majeure raueau post-
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transcriptionnel par I'augmentation de la dégradatie transcrit, alors que la forme mineure est
résistant au dommage médié par I'néhe

c- Régulation post-traductionnelle
L’heme peut également affecter 'ALAS1 au niveawstpwaductionnel. Il existe trois motifs de
liaison a ’'héme (HRM) du c6té N-terminal de lajgénce de ciblage mitochondrial de protéine
pre-ALAS1. La liaison de I'héme a ce motif entrainee diminution de transport de pré-
ALAS1 vers les mitochondries, ou la forme maturepdatéine est produite aprés le clivage du
signal de translocatiof.
Il a été récemment démontré que 'héme augmenterégat la dégradation de la forme mature
mitochondriale d’ALASL1 via la protéolyse médiée h&@NP1, une protéase dépendant de I'ATP
qui contrdle le renouvellement sélectif des prasimle la matrice mitochondriafé L’autre
protéase mitochondriale dépendante de I'ATP quiadigl’ALAS1 au niveau post-traductionnel
est ClpXP. Ce dernier est un hétéro-multiméres BXCet CLPP. Il est encore difficile de
savoir si ClpXP dégrade directement 'ALAS1, mdisiété suggéeré que CLPX reconnait et
déplie d’abord les structures tertiaires des pnefRicibles, et CLPP dégrade ensuite la cible
dépliée®. L’ALAS1 subit un changement conformationnel suitéassociation de I'héme & son
motif de liaison a I'heme. Ce changement conforamatel renforce la formation d’un complexe
entre ALAS1 et la protéase ClpXP dans la mitochiendst accélére ainsi la dégradation de la
protéine ALAS1 afin de maintenir le niveau de I''memtracellulaire approprié. Il est possible
gue LONP1 et ClpXP régulent de maniere coopéral@velégradation d’ALAS1 dans les

mitochondries des cellules de mammiféfes

2-Régulation érythroide de biosynthese de 'lhéme

La biosynthese érythroide de I'heme est absolumé@méndante de I'absorption du fer par des
érythroblastes en maturation, car le fer est naresgent nécessaire pour I'étape finale de la
production de I'néme, lincorporation du ¥erdans le PPIX, mais il controle également
I'expression d’ALAS2 et I'activité de la FECH. Lerfest acquis par les progéniteurs érythroides
en différenciation via I'endocytose du RTfl (Réesptde la Transferrine 1) et est transféré par la
Mitoferrin vers les mitochondries pour la synthée'héme?’. Cependant, lorsque le fer est
biodisponible, il stimule la synthése d’ALAS2 podiabriquer I'héme afin de produire
’lhémoglobine, un tétramere de chaines de globlesB, et 'héme. L’ALAS2 est le premier
facteur limitant de la voie de biosynthese de I'Beiidexpression d’ALAS2 est régulée par des
facteurs de transcription spécifiguement érythreidds que GATAL. En dépit de son réle sur la
production de I'hneme, le fer intra-mitochondrialrji@pe également a la formation des clusters
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fer-souffre. La FECH ainsi que la protéine régutatiRP1 possedent respectivement un centre
[2Fe/2S] et [4Fe/4S]. La FECH est le deuxieme factanitant de la voie de biosynthese de
’héme car son expression est augmentée au couasdiféérenciation érythroide et est controlée
par des facteurs de transcription Spl, NF-E2 et &éments de GATA. Au niveau post-
transcriptionnel, I'expression de FECH est con&g@ér la disponibilité des clusters fer-soufre
néoformés dont la biogenese dépend du fer, airsidgs machines d'assemblage de cluster fer-
soufre. Le pH mitochondrial joue un réle important I'assemblage et la stabilité du cluster fer-
souffre et subséquemment I'activité de ferrochékata’activité FECH serait donc régulée par le
facteur inhibiteur ATPiIF1 (ATPase inhibitory factby qui module le pH mitochondrial et le
potentiel redox. ATPiF1 est un régulateur de I'’A3yhthase (ou ATP phosphohydrolase (H+-
transporting)). ATP synthase est une protéine &ldofonction qui soit synthétise 'ATP en
utilisant un gradient H + généré a travers de lanbrane mitochondriale ou hydrolyse I'ATP
dans une réaction inverse (activité ATPase) end@ssence du potentiel de membrane ou du
gradient du pH. Campanella M et al ont démontrd\@&iF1 stimule I'activité ATP synthase en
inhibant son activité ATPas&. D'aprés les expériences effectuées dans les emdeél poisson
zébre et les cellules murines portant le gene nAIBIF1, il a été démontré que I'augmentation
du pH au niveau de la matrice mitochondriale aaémée la diminution de I'activit¢ FECH et
ainsi I’'hémoglobinisatiorf® * La régulation négative de FECH pendant une é&ptiigse en
carence en fer a été observée chez les sourig-|rp2ndant la différenciation érythroides des
cellules MEL limitée en fer, et enfin dans des dbads d’'une biogénése déficiente de cluster
fer-soufre®.
L’heme, de son coté, joue également des rélesatgubk multiples au cours de la différenciation
des précurseurs érythroides étant donné qu'il caordensa propre synthese et régule I'expression
du gene spécifiguement érythroide majeur de la @eibiosynthése de I'heme, 'ALAS2 (Fig.6).
Un équilibre trés précis entre la synthése de Idetdes globines est nécessaire car I’'héme libre
est extrémement toxique pour I'organisme. La ré&guadu pool de 'héme libre dans le tissu
érythroide se réalise par trois voies principales :

* Le niveau de biosynthese de I'heme par 'ALAS2aeffECH

e Catabolisme de I'heme par HO-1

» Export de 'heme par FLVCR1
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Figure 6) Régulation érythroide de biosynthése déeme.

a- Le systeme IRE/IRP

Les protéines régulatrices IRP1 et IRP2 (Iron Ratguy Protein) sont capables de se fixer sur
une séquence spécifigue d’ARN messager ayant wrause tertiaire tige boucle nommeée IRE
(Iron Responsive Element). La liaison d’'IRP & uk l&éh 5' empéche l'initiation de la traduction
tandis que sa liaison a un IRE en 3' protége I'AR#lamla dégradation par des ribonucléases
intracellulaires. En situation de biodisponibilitérmale du fer, les IRPs ne se fixent pas aux
IREs, car IRP1 se complexe avec un cluster ferreqdfe-4S] pour devenir l'aconitase (ACO1)
dont la fonction est actuellement inconnue. Corgraent a IRP1, IRP2 ne se complexe pas avec
le cluster fer-souffre et est dégradé par le psutéee (Fig.7). Durant I'érythropoiése, IRP2
contrdle I'absorption du fer et la biosynthése ‘tiérhe. Il a été démontré que les souris IRP2
développe une anémie microcytaire hypochrome aver disponibilité du fer réduite pour
I'érythropoiése. Le niveau d’expression du RTflzdes souris IRP2est trés faible. Le transcrit
du RTf1 contient une séquence IRE en 3' et perdtailité en cas d'absence d’'IRP2. Par
conséquent, les cellules ne parviennent pas a acgies quantités suffisantes du fer pour
I'érythropoiése en dépit de l'approvisionnementfeluphysiologique. Ces souris développent
également la protoporphyrie érythropoiétigue dllaccumulation élevée du PPIX libre ou Zn-
PPIX (~ 200-fois plus de PPIX libre). Le transcfiBLAS2 contient un IRE en 5' et est également
soumis a cette régulation post-transcriptionnélesqu’lrp2 est invalidé, la traduction d’ALAS?2
n'est pas inhibée par le mécanisme IRP/IRE et dmdiiosynthése de I'heme est suractivée.
Cependant, I'absence du fer a un niveau appropié fa production de I'heme, entraine
I'accumulation du PPIX libre ou Zn-PPIX?*333* |'expression de plusieurs autres génes
impliqués dans le métabolisme du fer est aussiéégar le systeme IRE/IRP. Les transcrits des
H-ferritine, L-ferritine, mAconitase et ferroportine contienne un IRE en 5' tandis que le transcrit

de DMT1 posséde un IRE en ¥ Au total, le systtme IRE/IRP permet une régutabalancée
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entre stockage/utilisation/export du fer d’'une drson apport cellulaire et mitochondrial d’autre

part.

Figure 7) Modulation post-transcriptionnelle par le fer via le systeme IRE/IRP, modifié
d’aprés Shah YM et Xie L, 2014, Lorsque la concentration du fer est faible, lastiai entre
IRP1 et IRP2 avec les ARNm ayant des séquences éREsgenforcée. La liaison d'IRP aux
transcrits qui contienne un IRE en 5' tels que ritfae, H- ferritine, Ferroportine, ALAS2
réprime la traduction. Alors que la liaison d’IRBxaranscrits qui possédent un IRE en 3' tels
gue RTfl et DMT1, stabilise ’TARNm de la dégradatjmar des ribonucléases intracellulaires.

Les données suggerent que I'heme pourrait égalefmariser sa propre synthése au cours de la
différenciation érythroide par la régulation dexpeession dALAR? via le systeme IRE/IRP.
L’héme interagit avec la séquence consensus HRKRZ2I et entraine l'oxydation d’'IRP2 qui
déclenche son ubiquitination et sa dégradatio(Fig.8). L'augmentation du niveau de I'héme
dans les précurseurs érythroides stimule doncddugtion de protéine ALAS2 due a la perte
d’'IRP2. En conclusion, I'héme participe au cortrd I'hnomeéostasie du fer dans les progéniteurs

érythroides en contrélant I'oxydation/dégradatidRB2.
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Figure 8) Modulation post-transcriptionnelle par I'héme via le systéeme IRE/IRPL’héme
interagit avec la séquence consensus d’HRM d’IRRR&aine I'oxydation d'IRP2 qui déclenche
son ubiquitination et sa dégradation.

b- L’héme contrdle la transcription des génes spécifitement érythroides

L’heme est impliqué dans la régulation transcriptielle de plusieurs genes tels que I'’heme
oxygénase-1 (HO-1) et les genes de globines patetinédiaire d'un répresseur de la
transcription : BACH-1*%. Ce dernier posséde cing motifs HRM et est sppafides séquences
trans-activatrices MARE (Maf Recognition Element)rdveau des promoteurs. Lorsque I'héme
se lie au domaine C-terminal du BACH-1, il inhimnsactivité de liaison a I'ADN et induit son
dissociation des protéines MAFs, déclenche sonréagan du noyau et induit son ubiquitination
et la dégradatiori®*®** Dans des conditions normales, la protéine KEARdlch-like ECH-
associated protein 1) séquestre NrF2 dans le @gom@"™ et par conséquent BACH-1, qui est en
compétition avec NrF2, se complexe avec les preteMAFs. De ce fait, L'expression des genes
est réprimée par la fixation d’hétéro-dimere de BAC et MAF sur la séquence MARE. Au
contraire, le stress oxydatif induit par un excé®mhe provoque la dissociation du complexe
KEAP1/NrF2 et I'accumulation nucléaire de NrF2 (Mac factor erythroid 2-related Factor-2)
3 L’hétéro-dimére de NrF2 et MAF se fixent ensemdule la séquence MARE et stimulent la

transcription des genes (Fig.9).
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Figure 9) L'implication de BACH-1 dans la régulation de la transcription des genes tels que
I'héme oxygénase et les globines, modifié d’aprésujy Naito, 2011 **. Dans des conditions
normales, BACH-1 reconnait des séquences enhaMARE et réprime la transcription des
genes tels queO-1. L'augmentation de I’'hnéme inhibe la liaison de BAQ a I'ADN et induit sa
dissociation des protéines MAFs, déclenche sonréagimn du noyau et induit son ubiquitination
et la dégradation. De ce fait, la séquence MARHIsgonible pour les complexes activateurs de
transcription y compris Maf/Nrf2.

De plus, I'heme contrble également la transcriptdiautres geénes exprimés de maniére
ubiquitaire tels que les protéines de stockage e K-ferritin et I'exporteur du fer, la
ferroportine par ce mécanismie Ce mécanisme de régulation pourrait contribuadapter le
métabolisme du fer dans des érythroblastes en ifonale leur stade afin d’assurer une
biodisponibilité suffisante du fer pour la synthédgeme.

c- L’heme régule la synthese des protéines lors dedéfférenciation érythroide
La synthese des protéines dans les progéniteutsr@ides dépend principalement du niveau de
I'neme qui est détectée par HRI (Heme Regulatetitoh elF2: kinase), un membre de la
famille des protéines kinases capables de phoslghdaysous-unité du facteur d'initiation de la
traduction chez les eucaryotes (elf2Une fois phosphorylée, el&Zntraine l'inhibition de la
synthése protéiqu. HRI est exprimé de maniére prédominante danerartiment érythroide
et son activité de kinase est directement régudédepniveau de I’heme. L’héme inhibe I'activité
de phosphorylation en se liant au domaine kinasdRtvia un motif HRM. Par conséquent, la
phosphorylation d’elR2 est diminuée et le taux de la traduction est aumggeorincipalement
des ARNmMmHBA et HBB. D'autre part, lors de la carence en héme, laitn d’'HRI et la
phosphorylation ultérieure d’el&2provoquent l'inhibition de la synthése protéiqéensi,
seulement apres l'initiation de la biosynthése 'deme dans les progéniteurs érythroides en
différenciation, l'inhibition de I'activité HRI peret la synthése des globineset 3. De cette
maniere, HRI est fondamental pour coordonner lah&ge d’héme et de chaines de globine
évitant ainsi une accumulation d’héme pro-oxydares chaines de globine seule (Fig.10). Les
sourisHri-/- montrent une anémie macrocytaire hyperchrorgeriavec une réponse adaptative
altérée a une carence en fer. La réponse adaptaiimeale a une carence en fer est d'arréter la

synthese d’hémoglobine, ce qui entraine une anénai@cytaire hypochrome. Les souHsi-/-
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soumises a un régime de carence en fer développsntanémie hyperchrome avec une
destruction accrue des précurseurs de globulesesoeg phase tardive et une hyperplasie
érythroide compensatoire au niveau médullaire. déexdes chaines de globine, apres un déficit
en HRI, précipite et forment des inclusions praiég toxiques, responsable de la mort des
progéniteurs érythroides. Ces données démontrainerment le réle essentiel des HRI pour
arréter la synthése @' et B-globine dans les progéniteurs érythroides lorsiguéer est en

carence, ce qui évite la précipitation toxique ciegines de globir¥.

Figure 10) L’héme contréle la traduction des ARNmHBA et HBB dans les progéniteurs
érythroides en différenciation, modifié aprés D.Chabrando, 2014 “. La traduction des
ARNmM de globines est régulée par I'heme via la@nat kinase HRI. Ce dernier est inactivé
lorsqu’il se lie a ’héme. Par conséquent, le factd'initiation de traduction elf2 n’est pas
phosphorylé et entraine l'initiation de synthésed#éines.

4-Catabolisme de I'héme

L’heme libre devrait rapidement étre dégradé phertie oxygénase (HO), en monoxyde de
carbone, biliverdine et fer. La biliverdine estuiéd par la biliverdine réductase en bilirubine. La
bilirubine est ensuite transportée vers le foieetia est conjuguée avec un sucre solubilisant
appelé I'acide glucuronique. Cette forme plus selute bilirubine (conjuguée) est excrétée dans
la bile. Le fer est recyclé. Il existe deux isoaneg catalytiguement actifs pour HO, HO-1, HO-
2. Les génes humains codant pour HO-1 et HO-2 d$ocdlisés respectivement sur le
chromosome 22 et du chromosome 16. HO-1 est ueezgme inductible, et son expression est

régulée positivement par son substrat "heme" gfrésse oxydatif (voir paragraphe 2b).
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5-La biosynthése de I'heme dans des conditions hypques

L’érythropoiétine (EPO) est une glycoprotéine dekB&, composée de 165 acides aminés sous
sa forme circulante. Son réle principal est la préon de I'apoptose dans les cellules érythroides
dépendantes de I'EPO, les CFUs (colony-forming) @hitles érythroblastes qui n’ont pas encore
commence la synthese de I'hnémoglobine. L'hypoxid¢isducteur physiologique primaire pour
la production d'EPO, qui, en fonction des condgidrypoxiques, augmente les taux sériques
d'EPO jusqu'a plusieurs centaines de fois parora@u taux basal. EPO est produit a 90% par
les fibroblastes péri-tubulaires du cortex rénal set10% par le foie, principalement les
hépatocytes et les cellules d'lto situées autosrsieus dans les espaces de Dfése’EPO-R

est son récepteur qui est également inductible 'pgipoxie. Il est exprimé au niveau des
progéniteurs érythropoiétiques et exerce un efietde multiples voie¥’. Au niveau des tissus
erythropoiétiques, I'hypoxie entraine une proliféna des précurseurs érythroides via I'EPO. La
réponse cellulaire a I'hypoxie est contrblée pae tamille de facteurs de transcription : HIFs
(Hypoxia-Inducible Factors). HIF est un hétéro-dimeomposé de deux sous unités, kIEt
HIF-B. En conditions normoxiques, la sous unité IIFest hydroxylée par des prolyl
hydroxylases PHD et est dégradée par le protéasibatarme hydroxylée de HIk-se fixe a
VHL (Von Hippel Lindau) et le complexe HI&V/HL facilite la dégradation de HIlk-via le
protéasome. Contrairement a HiFka sous unité HIB-est stable en conditions normoxiques. En
situation d’hypoxie, les prolyl hydroxylases somagtivées et par conséquent, Hilse dimérise
avec HIFf. Ce nouveau complexe se lie a de courtes séqueh&8BdN qui contiennent les
HRESs et qui régulent la transcription oxygéno-délaene des genes cibles de HIF dont celui de
'EPO (Fig.11). Il existe trois sous unités régritas HIF-a : HIF1, HIF2 et HIF3. La sous unité
HIF-1a est exprimé de facon ubiquitaire et est le facteajeur de réponse a I'hypoxie. Zhang
F.L et al ont démontré que l'expressioAIAAS? est régulée par HIFeldans des conditions
hypoxiques. lls ont émis I'hypothése que l'augmioriadu niveau d'expression ALAR2
contribue a I'hnémoglobinisation des cellules érgitles dans des conditions hypoxiques, et
qu’ALAS2 coopére avec I'EPO pour augmenter I'‘éppibiése pendant I'hypoxi&®
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Figure 11) La stabilité des protéines HIF est dépelante de la biodisponibilité du fer et
I'oxygéne, modifié d’aprés Yatrik M. Shah and LiweiXie, 2015, Le fer est majoritairement
utilisé pour la synthése des globules rouges;anca en fer réduit le nombre de globules rouges
et le transport d'oxygene, conduisant a une hyptgailaire. Une diminution de l'oxygene
cellulaire ou la biodisponibilité du fer inhibe ytdroxylation de la sous unité Hik-par des prolyl
hydroxylases PHD. Les espéces réactives de I'oxygkms les mitochondries (mtROS) sont
€également nécessaires pour la stabilisation de Hi~a stabilisé se complexe avec la sous unité
HIF-B. Ce nouveau complexe se lie a de courtes séqudsB® qui contiennent les HRE et
qui régulent la transcription oxygéno-dépendantegimes cibles de HIF dont celui de I'EPO.

6-Le trafic de I'hneme et ses précurseurs a travelles membranes mitochondriales
Alors que toutes les étapes enzymatiques conduialat production de I'héme sont bien
caractérisées, les mécanismes de transport debatitEs entre le cytosol et la mitochondrie et
inversement sont tres mal connus. Comment I'’ALAileskporté a travers les deux membranes
mitochondriales? Comment le COPROgenelll est-iland dans I'espace inter-membranaire de
la mitochondrie? Comment I’heme est-il exporté hdes mitochondries? C’est seulement dans la
derniere décennie que certaines de ces questiongoommencé a trouver des réponses et
plusieurs nouveaux acteurs du métabolisme de I'rarhété identifiés.

a- Export de I'ALA des mitochondries
Les transporteurs SLC25A38 et I'ABCB10 ont été jsgs pour exporter 'ALA des
mitochondries (Fig.12). SLC25A38 est un membread&imille des transporteurs SLC25 de la
membrane interne de la mitochondrie qui facilitgptaduction d’ALA par I'import de glycine
dans les mitochondries et échangerait la glycinatreol’ALA a travers la membrane
mitochondriale interné* > SLC25A38 est fortement et préférentiellement emgrdans les

cellules érythroides et est importante pour layritese de I'héme chez les eucaryotes.
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Un seul gene a été connu pendant longtemps porairet I'anémie sidéroblastique congénitale
(ASC) lorsqu'il est muté: le gene spécifiguementthéoide dALAS2. Cependant, I'équipe
Guernsey a trouvé des nouvelles mutations de tgpae' de fonction” dans le geSeC25A38

qui sont responsables de I'apparition de la maladiez les patients atteints de la forme
autosomique récessive d’ASC. Afin de confirmer &erde SLC25A38 dans I'érythropoiéese,
Guernsey et al ont réalisé des expériences utildams des poissons zébre des oligonucléotides
antisens de type morpholino inhibant la producdb®RNm. La diminution de I'expression de
SLC25A38 chez les poissons zebre a provoqué unaiarsemblable a un déficit d’Alas2. Le
manque d’YDL119c, l'orthologue de SLC25A38, chex Ievures présente également un défaut
de biosynthése d’ALR®.

ABCB10 est un membre de la famille "ATP bindingsette sub-family”, qui utilisent I'énergie
de I'hydrolyse de I'ATP pour le transport de diveubstrats a travers les membranes cellulaires.
ABCB10 est une protéine de la membrane mitocholediiderne qui s’homodimerise pour
former un transporteur fonctionn&l. En plus de son réle dans la stabilisation de MERN
(Mitoferrin-1) qui est I'importeur essentiel du fdans la mitochondrie pour la biosynthése de
I'héme®" *® ABCB10 joue un role important au cours de lad#hciation érythroide. Les souris
Abcb10 -/- meurent in utero en raison d’une anésgeére®. Il a d'abord été proposé
qu’ABCB10 puisse exporter I'héme des mitochondfitsCependant, I'extinction d’ABCB10
provoque une diminution des niveaux cellulaire @toamondrial de I'héme associée a la
réduction de l'activité¢ de plusieurs enzymes ayant groupement prosthétigue héminique.
L'administration d'ALA restaure completement le edu de I'heme dans les cellules sous
exprimées pour ABCB10 alors que la surexpressi&LAS2 ne parvient pas a le faire. Ainsi, il

a été proposé qu’ABCB10 puisse faciliter la syngh@stochondriale d'ALA ou son exportation a
partir de la mitochondrie. SLC25A38 et ABCB10 ssittiées sur la membrane mitochondriale
interne. Il reste a comprendre comment I'ALA esangporté a travers la membrane

mitochondriale extern®.
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Figure 12) Le trafic de I'hnéme et ses précurseurs tavers les membranes mitochondriales,
modifié aprés D.Chiabrando et al, 2014°.

b- L’import mitochondrial de COPROgenelll
ABCB6 a été proposé comme étant le transporte@@RROgénelll du cytoplasme vers I'espace
inter-membranaire mitochondrial (Fig.12). ABCB6 egtié dans la membrane mitochondriale
externe et son expression est régulée positivermprés la stimulation de la différenciation
erythroide des cellules MEL et G1ER ainsi que pamiVeau d’heme. ABCB6 a été trouvé aussi
sur la membrane plasmique, dans le compartimeralgi et dans les lysosomes. Cependant
certaines études ne parviennent pas & détecter BBI@Bs les mitochondriés ®4° ABCB6 se
lie aux porphyrines, y compris I'heme, et les essde compétition suggerent que le
COPROgeénelll soit le substrat princifal Cependant, la localisation mitochondriale d’ABCB6
ainsi que le réle d’ABCB6 dans la translocation gdegphyrines dans les mitochondries restent
controversés. En outre, ABCB6 a été associée &reafonctions non liées a I'homéostasie des
porphyrines. Elle code pour un nouveau systemeraigpg sanguin Langereis (Lan). L'antigéne
du groupe sanguin Lan est exprimé a la membrangldbsles rouges ainsi que des cellules du
carcinome hépatocellulair¥. La manifestation clinique, chez différents indiw$ atteints de
porphyrie ayant les mémes mutations, est trésblari&ukuda et ant démontré tres récemment
gue les patients atteints de porphyrie portentalédes variant du genABCB6 et les études
fonctionnelles ont indiqué que la plupart de cegavdes sont exprimeées tres faiblement ou ont
une altération de la fonction d’ABCB6. D’autre pawhe disruption génique du geABCB6
dans un modéle murin de protoporphyrie érythropmiét (Fech'"fFecH™"?j a exacerbé le
phénotype de la maladie par l'accumulation de pgipb. Toutes ces études ensemble
confirment le r6le d’ABCB6 comme étant le modifieat génétique de la porphyrie et suggeére
gue les médicaments induisant la porphyrie peuperduire des toxicités excessives chez les

individus avec le group sanguin Lan%)
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Récemment, il a été rapporté que chez les sourisb@®b/-, I'importation mitochondriale
dépendant de 'ATP du COPROgeénelll est inhibéesatpre I'absorption indépendante de I'ATP
du COPROgenelll n'est pas affectée. L'analyse ebeplession des génes impliqués dans la voie
de biosynthése de I'heme pendant la différenciadithroide a révélé que le déficit en Abch6
entraine une augmentation de la régulation des\aliernatives de la porphyrine et du fer et est
associée a un taux élevé de PPIX. Le stress ipduita phénylhydrazine entraine une mortalité
plus élevée chez les souris Abch6 -/-, probablereantaison d’'un taux élevé de PPIX dont sa
transformation en heme est inhibée en dépit d'wvaani normal de ferrochélatase. Pris ensemble,
ces données suggéerent qu’ABCB6 est le seul impodipendant de I'ATP de la porphyrine et le
déficit en ABCB6 entraine une régulation positives droies de 'héme et du fer nécessaires au
développement norm&y.

c- L’export d’héme de la mitochondrie
L'héme libre agit comme le régulateur de plusiedugnements biologiques dont la régulation
d’ALAS1 dans le foie. Néanmoins I'excés de I'hénsé leautement toxique de part ses propriétés
prooxydantes et pro-inflammatoires. De ce faigxiste des systemes de régulation tres fins de
la quantité d’heme libre en jouant sur son catabwdi par HO-1 ou son export par FLVCR1
(Feline Leukemic Virus Cell Surfac Receptor-1). KLR1 appartient a la famille des
transporteurs MFS (Major Facilitator Superfamily)est un exporteur d’heme (Fig.12) qui est
exprimé au niveau des sites potentiels du trafithgéene tels que le tissu hématopoiétiguel
existe deux isoformes difféerentes de FLVCR1 : FLM@Ret FLVCR1b, exprimées
respectivement, sur la membrane plasmique et notwbiale. FLVCR1a, avec 12 domaines
transmembranaires, a été initialement identifié m@nun exporteur essentiel de 'héme pendant
I'érythropoiése "% |'exporteur d'héme mitochondrial, FLVCR1b, avec domaines
transmembranaires, est essentiel pour la difféaéinai érythroide puisque la surexpression ou
linactivation de FLVCR1b dans les cellules K562 favorise ou réduit, respectent, la
différenciation érythroide. La comparaison entréédents modéles de souris invalidés pour
Flverl a indiqué que Flverlb a un réle important pourdatle de la différenciation érythroide
feetale®®, FLVCR1b est le premier exporteur de 'héme mitoudrial identifié & ce jour. Il a été
emis I'nypothese que FLVCR1b agisse de facon cook avec FLVCR1a, afin d’assurer une

biodisponibilité efficace de 'héme dans les contipgnts cytosoliques et mitochondriatix

7-La FECH
L’enzyme terminale de la voie de biosynthése dinid est la FECH qui est localisée sur la face

interne de la membrane interne de la mitochondrigue catalyse, a I'état d’homo-dimere,

31



lincorporation du f&f dans la protoporphyrine IX pour former 'héme. déficit de I'activité
enzymatique FECH entraine I'accumulation de la PRtXpar conséquent I'apparition de la
protoporphyrie érythropoiétique.

a- Le géneFECH
L'expression du geneECH est ubiquitaire et est fortement induite au niveaanscriptionnel lors
de I'érythropoiése tardive chez les mammiféeres.FEBECH humaine est codée par un gene
nucléaire qui couvre environ 45 kb de I'ADN chrommgyue et qui est situé sur le bras long du
chromosome 18. Ce géne contient 11 exons qui \taeiertaille de 108 & 1293 B¥™ un
pseudogéne (~30 kb) a été identifié sur le chromesd et montre > 80% d’homologie avec la
séquence nucléotidique du géne fonctionnel, maisonéent pas de cadre de lecture ouvert. Le
geneFECH contient deux sites de polyadénylation dans s@négjiUTR et par conséquent, deux
transcrit ARNm de 2,5 et 1,6 kb. Une seule protéoretionnelle est traduite a partir de deux
isoformes dans les tissues érythroides et nonreigs. Le promoteur proximal du geRECH
humain ne contient pas la boite CAAT ou TATA, maantient la boite GC. La séquence
consensus concernant le site de liaison a GATA-fr@aese dans la région du promoteur de
FECH humain en positions -566 a -561 et -561 a -556. i@etifs d'ADN servent en partie pour
coordonner la transcription des génes spécifiquenéeythroides et sont présents dans le
promoteur des genes de globines et des génes cpolantes enzymes érythroides-inductibles
dans la biosynthése de I'héme telles qu’ALAS2 eQlIRsynthase ™ 2

b- Structure de I'enzyme FECH
Wu C.K et al ont déterminé pour la premiere foistlaicture de FECH humaine par la technique
de cristallographie a rayon ¥. Chez les eucaryotes, la ferrochélatase exists fayme d'un
homo-dimere avec une masse moléculaire d’envirokC&6 La FECH est synthétisée a partir de
deux monomeéres clivés dans leur partie N termirats de leur translocation dans la
mitochondrie. Chaque monomere de cette enzymeasspasé de deux domaines similaires,
contenant chacun quatre brins paralleles en &)l entouré par des hélices La protéine
ferrochélatase chez les eucaryotes, a I'excep#snedzymes des plantes et des champignons,
contient un cluster [2Fe-2S] par sous-unité. Lassteks fer-soufre sont synthétisés dans les
cellules humaines par une machinerie mitochondealaussi par une machinerie indépendante
cytosolique, qui impliquent au moins 20 protéinestatal . L'extrémité C-terminale dans
chaque monomeére adopte une structure hélice-tdizehét est fortement impliquée dans la
stabilisation du dimere. L'extrémité N-ter compdéseite actif de 'enzyme qui est présente dans
chaque monomére. Les poches comportant des sites actifs de FE@térdi sont situées sur la
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surface qui est censé étre incorporée dans la naembt'entrée de la poche du site actif est
bordée par des résidus essentiellement hydrophtdretis que la cavité interne de la poche est
remplie avec plusieurs résidus hydrophiles. Lacstine cristallinienne de la FECH complexée a
la PPIX a réveélé que le site actif se ferme lordadigaison avec la porphyrine et que le substrat
est completement englouti par la protéine. Plusieteractions clés entre la FECH et le substrat,
positionne la porphyrine dans la poche du sitef f€tfy.13). La conservation moléculaire de la

FECH est trés faible entre les espéces et seulesiemésidus d’acide aminé sont strictement

conservés entre les mammiféres et les pldfites

Figure 13) Structure de la FECH.La cristallisation du dimére (PDB 3HCN, sous Ragmal
existe un vaste réseau des liaisons hydrogénernatéculaires et des interactions hydrophobes a
l'interface du dimere. Chague monomeére contientluster [2Fe-2S].

c- Les substrats et les inhibiteurs de FECH

La ferrochélatase accepte une variété de porplsyfirie que la mésoporphyrine utilisée dans la
mesure de I'activité FECH) comme substrats aingl des cations divalents tels que le zinc, le
cobalt, le nickel et le cuivre. Certains ions mé&aks comme le plomb, le magnésium et le
mercure ont des effets inhibiteurs sur la FECH leAB. L'intoxication au plomb est a l'origine
du saturnisme en inhibant l'activitt FECH par Ensiction de cations avec les groupements
thiols. Le fer ferreux est le substrat le plusafiement incorporé en termes de kcat (le nombre
de molécules de substrat hydrolysées par minuteupar molécule d'enzyme). L'exces de
substrat, excepté le fer, peut avoir un effet iy sur la formation du produit final. La FECH
contient deux sites catalytiques pour la fixationngetal. L'un des inhibiteurs non compétitifs sur

I'activité FECH est le Zfi qui réduit la production de métalloporphyrines r@miniques en
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ralentissant l'activité de la FECH. La proportioe dn PPIX est augmentée dans le cas de

carence martiale ou d'empoisonnement par le pf6mb

d- Interaction avec d’autres protéines
Les protéines identifiees comme étant en interacéivec la FECH, comprennent un certain
nombre de protéines impliqguées dans le métabolidmd’héeme (ALAS2 et PPOX) et du
métabolisme du fer (ABCB10 et ABCB7). Ces interaasi soulignent l'importance de la FECH
comme le point régulateur crucial a l'intersectiences deux voies métaboliques. ABCB7 est co-
localisée avec la FECH dans la mitochondrie etragi¢ avec le domaine C-ter de la
ferrochélatase. Chez 'hnomme ABCB7 est un régutatku synthese de I’heme, soit par son
impact direct sur 'assemblage des clusters [FedSjar la régulation de la production érythroide
de 'néme en modulant le contenu du fer cytosolifuées modéles murins mutés pour le géne
Abcb7 présentent I'anémie sidéroblastiqiieet cela confirme que la production de 'héme es
modulée indirectement par I'action d'ABCB7 sur ECH.
Il a été démontré, dans la lignée MEL de sourig, lgg protéines MFRN1 et ABCB10 forment
un complexe transitoire avec la FECH pour faciliertransfert direct du f&r & la FECH.
L’expression d’ABCB10 est induite lors de I'érythodese et régulée au niveau transcriptionel
par GATAL. La demi-vie de MFRNL1 est augmentée pBCRB10 et cela augmente I'import du
fer dans la mitochondrie. ABCB10 s'associe aveforae érythroide de MFRN1 mais pas avec
la forme ubiquitaire (MFRN2). ABCB10 pourrait égalent étre impliqué dans I'export de I'heme
nouvellement synthétisé par la FECH
La frataxine (FXN), lintermédiaire entre la FECH B MFRN1, est un senseur du fer

intramitochondrial qui joue un réle fondamental siéiapport du fer vers la FECH (Fig.14).
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Figure 14) La ferrochélatase, localisation et parteaires.

Des données récentes suggerent une interactior kE#renzymes PPOX et FECH, ce qui
faciliterait le transfert de la PPIX dans la mitoodrie. Medlock et al ont confirmé dernierement
que la PPOX est localisée dans la matrice de lacmiindrie® et n’est pas située dans I'espace
inter-membranaire de la mitochondrie. Les protéineypliquées dans le transport de
protoporphyrinogene IX, entre I'espace inter-memaire et la matrice mitochondriale ne sont
pas encore clairement identifiees, mais sauntceptibles d’étre parmi des transporteurs de la
membrane interne de la mitochondrie telle Goem14c®, Ant224 0gc®, ABCB10%°. Chacun

de ces transporteurs est impliqué dans la syntthe$beme lors de la différenciation érythroide
et sont proposé d'étre dans un complexe multi-firo&mitochondrial avec la FECH (Fig.1%)

Ce complexe protéique mitochondrial relie physigeeta premiére étape de biosynthese de
’héme catalysée par ALAS2 a la derniere étapelysda par FECH, ce qui soutient des études
précédentes qui ont montré que ces deux enzymésiesriacteurs régulateurs important de la
biosynthése d’hém&°%#2 Furuyamma eal ont démontré qu’ALAS2 est complexée également
avec la sous unité beta de I'enzyme succinyl-CoAttgtase (SUCLA2). Cette association entre
ces deux enzymes peut favoriser une utilisatiorcafé du CoA par ALAS2 ou faciliter la
translocation d’ALAS?2 dans les mitochondrfégFig.15).
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L’équipe de Medlock ont trouvé tres recemment qUBRMC1 (Progesterone Receptor

Membrane Component 1) est un nouveau partenairégatateur de la Ferrochélatase. Elle est
impliquée dans une variété de voies cellulaireempris la prolifération cellulaire, la synthése

du cholestérol, et I'autophagie. lls ont proposé& RGRMC1 soit un senseur de I'heme qui
interagit directement avec la FECH et diminue sotivid® ou un chaperon de I’heme pour

délivrer ’'héme nouvellement synthétisé aux hémtgines a différents endroits cellulaires.

L'interaction entre la FECH et la PGRMCL1 a lieuspde I'extrémité N-terminale de PGRM&1

Le fait qu’il existe un complexe mitochondrial cooge de différentes protéines représente
plusieurs avantages tels que la synthese rapidetdaonée et ciblée de I'héme pour

I'érythropoiése, la distribution de 'héme et le & enfin la protection cellulaire contre le fer,

I’'héme et les précurseurs de I'héme telles quedeghyrines.

Figure 15) Modéle proposé du complexe mitochondriatle protéines impliquées dans le
métabolisme de I'héme, modifié aprés Medlock et a016%%. Ce modéle soutient I'hypothése
gu'’il existe un complexe mitochondrial composé &&CH, PPOX, ALAS2, ABCB10, ABCB?7,
et SUCLA2 pour faciliter la canalisation du substa coordonner le métabolisme du fer et la
porphyrine.
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8- Le complexe Transferrine/Récepteur de la Transferme (Tf/RTf)

La transferrine est une glycoprotéine monomériquig 8l kDa, synthétisé par les hépatocies
qui joue un rdle majeur dans le transport du fdreeles sites d’absorption (le duodénum), de
recyclage (le macrophage), de stockage (I'hépatdcyet d’utilisation (dans les tissus en
particulier par les érythroblastes). Elle est ur@é@ne plasmatique bilobée. Chacun de ses lobes
fixe avec une forte affinité, de facon réversilleux atomes de fer ferrique P, Lorsque la

Tf est libre, elle est connue comme "apo-trangiefrialors qu'a I'état saturé en fer, elle est
nommeée "holo-transferrine”. Différents facteurs tglie la température, la concentration ionique
et le pH sont impliqués dans la fixation et la tétén du fer par la transferrifd L’endocytose

du complexe Tf-RTf est le mécanisme d’incorporatthnfer qui est utilisé par de nombreux
types cellulaires.

Deux types de récepteurs aux fonctions tres diitésepeuvent fixer I’holo-transferrine :

1-Le récepteur de la transferrinel, dénoniidél (également connu sous le nom de CD71) qui
est exprimé de facon ubiquitaire dans la plupasttdesus humains et permet I'absorption du fer
et participe a la régulation de la prolifératiodlaire °>. Comme pour la transferrine, le géne
codant pour le RTf1 est situé sur le chromosomiee3teconstitué de 19 exotis

Les progéniteurs érythroides ont un besoin majedeepour la synthése de I'hémoglobine. Ce
qui explique que ces cellules expriment le plusIRTdns I'organismé’.

Le deuxiéme type cellulaire exprimant fortementRI€f1 sont les cellules endothéliales de la
barriere hémato-encéphalique. La barriere hématégdralique limite la biodisponibilité des
traitements pour le systeme nerveux central (CNNS)ompris dans le traitement des tumeurs
cérébrales, les maladies neurodégénératives tblddes psychiatriques. Le transfert des agents
thérapeutiques dans le cerveau médié par le treosscygu RTf1 a été largement étudié en raison
de la forte expression du RTf1 dans ce tfSsu

Le RTf1 est exprimé sur les cellules malignes amiesaux beaucoup plus élevés que par rapport
aux cellules normales et son expression peut @&mnelée avec le stade de la tumeur ou la
progression du cancer. Son expression élevéeldsmellules malignes est liée aux besoins en
fer pour la prolifération de ces cellules. Ce réeep est donc trées intéressant comme vecteur
pour 'administration des médicaments anticancéstils

Le RTfl posseéde d'autres fonctions importantes ien hAvec le métabolisme du fer: son
interaction avec HFE régule indirectement la sysghé’hépcidine®’, il est impliqué dans
I'homéostasie intestinalé® et enfin il a un role dans la régulation et lalifiécation des

lymphocytes B et lymphocytes T en jouant sur lalisioonibilité du fer.
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Le ciblage du récepteur de la transferrine poutis&ribution de petites molécules, des protéines,
des acides nucléigues et des nanoparticules damordereux types de cellules ne cesse de
croitre. Le ciblage du RTf1 est possible par Isdiion d’une variété de méthodes, y compris des
stratégies qui utilisent principalement son ligaraturel Tf, les anticorps monoclonaux et les
peptides qui ciblent ce récepteur de maniére spéeit® *®
2- Le récepteur de la transferrine RTf2, qui est une protéine fortement homologue a RTfl1
(avec 45-66 % d’homologie dans le domaine extralzete) mais son expression concerne
efficacement les hépatocytes, les cellules érydesiet les cellules de la crypte intestindfe
Une étude protéomique récente a révélé que de mneosds lignées cellulaires cancéreuses
expriment également RTf®2 Le RTf2 présente une affinité nettement plus léipour la
transferrine par rapport a celle du RTfl (envir@nf@is inférieure), et son expression n’est pas
corrélée avec le niveau du fer dans les celldf82® Il posséde également une capacité
d’endocytose de la Tf.
Le RTf2 a une fonction régulatrice dans I'homédstadu fer systémique, puisque son
inactivation provoque une surcharge systémiquesen_e RTf2 hépatique en relation avec HFE
et HJV participe a la détection du fer et a I'ation de I'hépcidine, bien que le mécanisme reste
peu clair. Le RTf2 érythroide stabilise les récamede I|'érythropoiétine a la surface des
érythroblastes et est essentiel pour contrélerddyction d'érythrocytes en carence enfer

a- Structure du récepteur de la transferrinel
Le récepteur de la transferrine est une glycopmetéiransmembranaire avec une masse
moléculaire de 190 kDa. Il est homo-dimérique ettiemt deux sous-unités (ou monomeres).
Chaque sous-unité contient 760 acides aminés reparttrois domaines : un court domaine N-
terminal cytoplasmique, un domaine transmembranay@rophobe et un grand domaine C-
terminal extracellulaire globulaire qui contient $ge de liaison a la transferrine. Les deux
monomeres se lient entre eux par deux ponts dreglftians le domaine extracellulaire et forment
un dimeéret®®*%?(Fig.16). Etant donné que chaque monomére de pdtt se fixer & un ligand de
la transferrine, le récepteur de la transferrinat gaternaliser jusqu'a quatre ions ferriques

pendant un cycle d’endocytose.
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Figure 16) Structure du récepteur de la transferring modifié d’aprés M. Vernet, 1999,
L'extrémité aminoterminale est dans le cytoplash@edomaine extracellulaire comporte deux
ponts disulfures unissant les deux monomeres.

b- Le mécanisme d’internalisation de la transferrine ar RTf

Le mécanisme principal impliqué dans l'internal@acellulaire du fer médiée par la transferrine
est I'endocytose. Il existe deux voies distinctaggremiére impliquant le recyclage du complexe
a la surface cellulaire, et le second conduit dégaadation lysosomat&’. Suite & la liaison de la
transferrine chargée de deux atomes de fer & smpteur correspondant, le complexe Tf/RTf
active une cascade intracellulaire. L'initiationléadocytose commence par le bourgeonnement
de vésicules recouvertes de clathrine sur la sarfatracellulaire. La dynamine est une
composante importante de ce processus et estsa@eepour terminer l'endocytose par la
séparation des vésicules de la membrane celldfirBans le cytoplasme, la couche de clathrine
est rapidement éliminée par des enzymes de déasipsiddépendantes de I'adénosine
triphosphaté™ 2 La baisse du pH dans la vésicule sous I'actiopnelpompe ATPase & proton
permet la dissociation des ions ferriques de lasfaarine. L'endosome acidifié va étre reconduit
a la membrane plasmique pour replacer la Tf et T€LR la surface cellulaire. Ce cycle est
appelé le recyclage rapide de Tf/RTfl dépendanRdb5. Il existe une deuxieme voie de
recyclage plus lente qui est dépendante de Rabéldetnier induit une premiere fusion de
I'endosome précoce avec le compartiment péri-nirelédes ERC'™® (Endosomal Recycling
Compartment). Ensuite, le RTfl est soit recycléaariembrane plasmique par un endosome
Rab11 positif soit dégradé par le lysosyrie Environ 85-95 % des complexes suivent la voie du
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recyclage'™ ®alors que la voie de dégradation est empruntéerparon 5-15% des récepteurs
de la transferriné'® L'endocytose médié par la clathrine et la voierdayclage du complexe
Tf/RTflest un processus rapide et efficace (tenstismé est d’environ 10-20 mimy®**’

Figure 17) Endocytose médiée par le récepteur de teansferrine, modifié d’aprés Pippard
MJ, 2011™8 Suite & la liaison du complexe fer-transferrineérepteur du RTf1, I'endocytose se
déclenche et le complexe rentre dans le cytopladres.ions ferriques se dissocient de la
transferrine due & un pH abaissé & l'intérieuranpartiment endosomique. Le*fest réduit en
Fe&* par une ferroréductase STEAP3 puis transporté Tl de I'endosome vers le
cytosol. Le RTf est majoritairement recyclé versiirface cellulaire.

Récemment, il a été démontré que STEAP3, une métaductase exprimée dans des
erythroblastes, est nécessaire pour linternatisatoptimale du RTfl dans les cellules
erythroides. Les patients avec une immunodéficiecmmbinée caractérisée par un nombre
normal mais avec une fonction altérée des lymplescyt et B ont une substitution homozygote
p.Tyr20His dans le récepteur de la transferrine Cktte substitution perturbe le motif
d'internalisation du RTfl, conduisant a une endm®t défectueuse du récepteur et une

augmentation marquée de I'expression de RTfl arface cellulaire. Malgré le role critique du
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RTf1 dans le développement et la fonction des évgilies, ces patients ont une anémie modérée
et une faible augmentation au niveau de I'exprasgd® RTf1l dans les précurseurs érythroides.
Haifa H Jabara et al ont montré que STEAP3 s'assb®Tfl et facilite l'internalisation de la
transferrine dans des fibroblastes dérivés de atients, ce qui suggere que STEAP3 pourrait
envoyer un signal auxiliaire d'endocytose pour Rgél aidera a diminuer 'anémie chez ces

patients™.

c- Régulation du récepteur de la transferrinel
Au cours de la différenciation érythroide, I'exmiem du RTfl est augmentée a la surface
cellulaire entre les étapes BFU-E et CFU-E, lorsde® cellules deviennent strictement
dépendantes de I'EPY. Au niveau transcriptionnel, 'expression du REfintinue d'augmenter
jusqu'aux stades basophiles tardifs et diminuetadesorthochromatiquE®. L'expression de la
protéine RTf1 est maximale au stade polychromatepteis progéniteurs érythroides humafis
Les érythrocytes sont entierement dépourvus dyptégede la transferrine. La disponibilité du
fer joue un réle principal sur la régulation dexpeession du RTf1. Les études cellulaires révelent
gu'il existe une corrélation négative entre la dispilité du fer et I'expression du récepteur de la
transferrine. En présence d'un chélateur du fatesderrioxamine, I'expression du récepteur de la
transferrine est augmentée d’environ 2 & 5 fisEn revanche, en présence du fer exogéne, une
diminution significative du récepteur de la tramsfe est observée. Il a été montré que la
régulation par le fer biodisponible intracellulaii&@t intervenir le mécanisme IRE/IRP (Voir
Fig.7, page 21).
L’ARNmM du RTf1 contient 5 IREs a I'extrémité 3' et est stabilieé la liaison d’'IRP1 ou IRP2
aux IREs en condition de faible concentration en liiere et par conséquent, le niveau
d’expression de sa protéine est augmenté. La ctatien cytoplasmique du fer libre disponible
pour la régulation d’IRP reste faible tout au lotg la phase terminale de la différenciation
érythroide maintenant une expression élevée de BRditlparce que le fer est chélaté en héme ou
séquestré dans les mitochondries permettant unodpmmnement efficace en fer pour
déclencher la synthése d’héni@
L’expression du géne RTfl est également réguléeiaau transcriptionnel par STAT5 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 5). Cenggr fait partie d’'une des principales voies de
signalisation de I'EPO. Suite a la phosphorylatidiEPO-R, la molécule STAT5 est
phosphorylée par Jak2 et transloquée vers le noyaalle active plusieurs géenes impliqués dans
la différenciation, la prolifération, I'apoptose @tsieurs autres processus cellulaires dont RTf1
124 STATS5 régule I'expression du RTfl & deux niveagxemiérement, le géri@Tfl contient
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trois séquences fonctionnelles GAS qui lient STATS Deuxiémement, I'expression d'IRP2 est
également régulée par STATS via des séquenceaideria STATS situées dans le promoteur de

son gene, ce qui contribue probablement a I'augatientde I'expression des protéines RTfl dans
les érythroblaste¥*
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I/ Porphyries

Les porphyries sont un groupe de huit maladies lmoétpes héréditaires de la voie de
biosynthese de I'heme. Chacune d’elle est le aisdltine altération enzymatique spécifique de
la chaine métabolique, ce qui conduit & une accationl de précurseurs de I'hént&?’
(Fig.18). Les termes "porphyrine” et "porphyrie’hsdérivés du mot grec, porphyrus, signifiant
«pourpre». L'urine des patients souffrants de pgriphpeut étre sombre ou rougeéatre en raison
de la présence de porphyrines oxydées, et pewsosiasir encore apres l'exposition a la lumiére.
Dans les différents types de porphyries, les ps&sus de ’'héme s’accumulent initialement dans
le foie ou la moelle osseuse, qui sont les tissuisfapriquent le plus d’heme. Ainsi, les
porphyries sont-elles classées : hépatiques ohrépdiétiques, selon I'organe dans lequel les
précurseurs de I'hnéme s’accumulent (Fig.18). Leplpaies peuvent étre également classées en
fonction de leurs différentes présentations cliegjen porphyries aigués (PA) qui se manifestent
sous forme des crises aigués neuro-viscérales porgmyries cutanées avec des lésions photo-

induites bullo-érosives, ulcéronécrotiques ou palgiques™® (Fig.19).
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Figure 18) Biosynthése de I'hnéme : enzymes, métdibes et porphyries.
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Figure 19) Caractéristiques cliniques des porphyrig PAI: la porphyrie aigué intermittente;
DALAD: Déficit en acide delta-aminolévuliniquihydratase CH: la coproporphyrie
héréditaire; PV: la porphyrie variegata; PC: Laphyrie cutanée; PHE: La porphyrie hépato-
erythropoiétique; PEC: La porphyrie érythropoiéiqoongénitale; PPE: la protoporphyrie
érythropoiétique; PPEDLX: la porphyrie dominantla I'X.

A-Porphyries hépatiques aigués :

Les trois porphyries hépatiques aigués (PHA) gtetitement importantes sont des pathologies
mendéliennes de transmission autosomique domirentegroupent par ordre de fréquence la
Porphyrie Aigué Intermittente (PAI, MIM 176000), Rorphyrie Variegata (PV, MIM 176200) et
la Coproporphyrie Héréditaire (CH, MIM 121300). parphyrie de Doss ou déficit en acide
delta-aminolévulinique déhydratase (DALAD, MIM 6 40j est une forme extrémement rare de
porphyrie hépatique aigué avec un mode de trangmissitosomique récessif. Les porphyries
hépatiques aigués sont caractérisées par I'acctionulde précurseurs de la voie de biosynthese
de I'heme due a un déficit en activité enzymatiqeile delta-aminolévulinique déhydratase
(Porphyrie de Doss), porphobilinogene déaminase rpfBoe Aigué Intermittente),
protoporphyrinogene oxydase (Porphyrie Variegata) ooproporphyrinogéne oxydase

(Coproporphyrie Héréditaire).
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1-Symptomatologie neurologique des porphyries hépigues aigués (PHA)

Les principaux signes cliniques des porphyries tigpas aigués sont probablement dus a une
accumulation des précurseurs de la voie de bioggatte I'hnéme, ALA et PBG et concerne aussi
bien le systeme nerveux splanchnique, périphéggeecentral.

L’accumulation des précurseurs, considérés comruetoxiques, serait responsable des signes
neurologique. Le signe cardinal des porphyries tigpes aigués est la crise neuroviscérale qui
peut mettre en jeux le pronostic vital du patiéfit Ces attaques aigués sont difficiles a
diagnostiquer du fait de la faible incidence de pathologies, de la faible spécificité des
symptémes et d'une expressivité clinique variabireepatients et chez un méme patient. Les
crises de porphyries hépatiques aigués sont sopvéctdées de facteurs déclenchant endogénes
et exogenes tels que la prise de médicaments pimphgniques ou d’alcool, les infections, les
régimes hypocaloriques, les modifications hormanale cours du cycle menstruel ou pendant la
grossesse ou le stre$8 Les crises de PHA débutent par une phase prodtengouvant inclure
une perte d’appétit, une asthénie et des changsementomportement mineurs a type d'anxiété,
d'insomnie et d'impossibilité de trouver le repba. plupart de ces attaques débutent par des
douleurs abdominales séveres. Nausées, vomissegtetwsistipation sont fréquents, de méme
gue tachycardie, hypersudation ou hypertensiorrielits tous symptémes d'une hyperactivité
neurovégétative sympathiqu&®. L'atteinte centrale peut comporter des troubles Id
conscience, des crises convulsives, un SIADH etirdebles psychiatriques chez 20 a 30% des
patients, des perturbations neuro-psychiatriques, cécité. L’atteinte périphérique sensitivo-
motrice commence par I'apparition d’une faiblessesaulaire des releveurs des extréméepar

une atteinte progressive des ceintures pouvarefiment aboutir a un syndrome de guilain Barré.
Les crises aigués, plus fréquentes chez les fen@®@86 des cas), sont exceptionnelles avant la
puberté et plus rares apres la ménopause et a&teign pic de fréquence chez les trentenaires.
La plupart des patients vont présenter une ou glusicrises suivies d'une rémission compléete
pour le reste de leur vie; moins de 10% vont déyedo des crises aigués récurrentes.

Certaines porphyries ne présentent que des symptdewologiques, cela concerne la Porphyrie
de Doss et la Porphyrie Aigué Intermittente quitshres a des déficits enzymatiques situés avant
la formation des premieres porphyrines.

2-Symptomatologie cutanée des porphyries hépatiquasgués

La coproporphyrie héréditaire et la porphyrie vgaita sont des porphyries mixte, qui peuvent
étre associée a la fois & une accumulation de pongs responsable de signes cutanés ou a une
accumulation de précurseurs responsable de sigaesolagiques. Ces accumulations de

précurseurs seraient dues a une inhibition secandi@s enzymes initiales de la voie de
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biosynthese de I'heme. Des Iésions cutanées peéwentes seules manifestations cliniques de
PV (60% des cas) et plus rarement de CH. Ces siatanées sont de type bullo-érosive comme
celles rencontrés dans la porphyrie cutanée tasdine photosensibilité aigué.
3-Diagnostic
Comme les manifestations cliniques sont dans lpgrtudes cas non spécifiques, les analyses
biochimiques du métabolisme de I'héme sont indispbles pour le diagnostic d’'une crise aigué
de porphyrie mais aussi pour déterminer le typpatphyrie hépatique aigué. Pour le diagnostic
de la crise aigué, le diagnostic repose sur legiodas précurseurs ALA et surtout PBG dans les
urines, les selles ou le plasma. Les dosages enzyres, puis la caractérisation des mutations
sur 'ADN correspondant, permettent de définirylgetde porphyrie.
4- Traitement d'une crise aigué de porphyrie
Les attaques aigués sont provoquées par des éRauargoit induisent directement ALAS1 soit
augmentent indirectement ALAS1 par la baisse du gd@me libre liée a une augmentation de
la consommation d'héme hépatidtitet en conséquence dé-répriment ALASL1.
Le traitement étiopathogénique vise a diminuer diiction d’ALAS1 afin d'arréter la
surproduction des précurseurs. L'injection d’hémimenaine permet a restaurer rapidement le
rétrocontréle négatif sur ALAS1 et une disparitibes symptomes en 2 a 4 jours. La perfusion
d’hydrates de carbone permet de réprimer la trgotgam d’ALAS1 en réprimant le co-activateur
transcriptionel PGC-d par I'induction de la synthese d’insuline.
5-Prévention des attaques aigués récurrentes
La prise en charge des attaques répétées suffisainsdneeres nécessitant une hospitalisation est
difficile et requiert le plus souvent un traitemgméventif au long cours par I'hémine humaine
pour anticiper I'apparition des crises. L'admirastsn réguliere, hebdomadaire a mensuelle,
d'une seule dose, peut permettre d'aider & conti@lmaladie?®. L’administration chronique
d’héme peut étre responsable de la disparitionydtése veineux superficiel et profond voire a
une surcharge hépatique en fer. La transplantagpatique doit &tre envisagée chez ces patients
présentant les formes les plus sévéres de PAI.

B-Porphyrie cutanée tardive (PCT)
La PCT est une porphyrie hépatique chronique qubrésente essentiellement par des signes
cutanés (peau fragile, bulles séro-hématiques, qrigation, hypertrichose des zones photo-
exposees). La PCT peu étre acquise (sporadiqueCds,Rype 1) dans 80% des cas ou héritée
(familiale ou PCTHT, type II) dans seulement 20% d&s. Les patients atteints de la forme acquise
n'ont pas de mutations du geb®OD et le déficit est limité aux seuls hépatocytessatpre les

patients atteints de la forme familiale présentamt déficit constitutif en activité
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uropophyrinogéne décarboxylase avec une mutatiagedaUROD. La PCTf est transmise selon
une hérédité autosomique dominante avec une fpéslétranceé®.. Chez ces patients, le déficit &
50% de I'activité enzymatique est un facteur pngolsant important mais insuffisant en soi pour
provoquer la PCT. D'autres facteurs génétiqueawetanementaux tels que le virus de I'hépatite
C, le VIH, l'abus d'alcool, et l'utilisation d'cegjénes chez les femmes contribuent a la
susceptibilité de la maladie dans les deux typeis2lde PCT341%3

C-Porphyrie hépato-érythropoiétique
Le mode récessif de la porphyrie cutanée tardivdaegorphyrie hépato-érythropoiétique. Elle
est caractérisée par des symptomes cutanés idest@gua PCT et par des manifestations
hématologiques avec une anémie.

D-Porphyries érythropoiétiques :
Il existe essentiellement deux types de porphyythéopoiétique :
1-Porphyrie érythropoiétique congénitale (PEC)
La PEC ou la maladie de Glnther est une affectidsasamique récessive rare due a un déficit
en activité uropophyrinogene synthase Ill. La PEST @aractérisée par des manifestations
cutanées, ressemblant a celles de PCT mais avesydgadmes beaucoup plus séveres et une
anémie hémolytique parfois sévere. Le phénotypie e fonction de type de mutations du gene
UROS et le niveau de porphyrines dans le plasma etrighrécytes qui affectent plus ou moins
séverement l'activité de I'enzyme. Il est esserdielprotéger la peau contre la lumiére du jour
pour réduire la sensation de brdlure, le gonflensénes démangeaisons. Une greffe de moelle
osseuse est un traitement efficace dont on pebéréficier chez quelques patients. Toutefois les
résultats sur le long terme restent & préciSer
2-Protoporphyrie érythropoiétique (PPE)
La protoporphyrie érythropoiétique (PPE, MIM 177P@8t une maladie héréditaire due a un
déficit partiel en ferrochélatase mitochondriagnizyme terminale de la voie de biosynthese de
’héme. Une nouvelle forme génétique de cette Immip, la protorphyrie érythropoiétique
dominante liee a I'’X (PPEDLX) cliniguement similkaira PPE a été découverte en 2008,
impliquant une suractivité de I'enzyme ALAS2 respalle d’une surproduction d’ALA tout en
ayant une activité FECH normaf&.

G- Caractéristiques physiopathologiques et histopathobiques de la PPE
Les manifestations cliniques de PPE sont dueseulaulation érythrocytaire de PPIX libre en
raison de l'activité déficiente de I'enzyme ferrétdtase (10-35% de I'activité enzymatique
normale-(Fig.20)). L’accumulation de PPIX libre muipalement dans les érythrocytes et

secondairement dans d'autres tissus (la peau,de da des liquides biologiques (la bile, les
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selles), conduit & une photosensibilité douloureatsgdes complications hépatiques potentielles.
La molécule protoporphyrine libre est sensible ayonnement visible de la lumiere bleue-
violette principalement a 405 nm (la bande de $oieabsorption de cette longueur d'onde
augmente le contenu d’énergie de la protoporphytéere induisant un état triplet) et I'exces
d'énergie est transféré a lI'oxygene en produisasmiedpeces réactives de I'oxygéne, qui peuvent
interagir avec de nombreuses molécules biologitpleEs que les protéines, les lipides, I'ADN et
le complément responsable de l'induction d’'une téadnflammatoire chez les patients atteints
de PPE.ZS, 135, 13?3

Indépendamment des réactions photosensibilisalateBPI1X est fortement toxique car elle est
strictement lipophile et sa voie d’élimination esiquement hépatique. Lorsque la PPIX se lie a
des composants biliaires, elle perturbe I'équilipingsiologique des phospholipides, des acides
biliaires et du cholestérol dans la bile. Par cqnsét, elle augmente les acides biliaires libres et
toxiques qui sont responsables de la formation li#aagite sclérosant€’. La régénération
désordonnée des tissus, la fibrose hépatique @trtese biliaire associée a la maladie biliaire

sont & l'origine d’une insuffisance hépatocelludait’ **

Glycin + SCOA
ALAS2

Free PROTOPORPHYRIN IX

Fez+
FECH

HEME

Visible light Erythrocytes with high level of PPIX
/ \

Skin: Sever painful photosensitivity

2 Cholelithiasis
1-2% Liver failure

Figure 20) Apercu de la physiopathologie de la PRE
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H- Caractéristiques cliniques
1-Symptomes dermatologiques:
La plus fréquente manifestation clinique de la RBE la réaction phototoxique aigué de la peau
exposée au soletf®. La photosensibilité apparait t6t dans I'enfarmajs dans de rares cas, les
symptémes peuvent se manifester plus tardivementéaction phototoxique se produit quelques
minutes apres l'exposition au soleil et se marmfgsr les symptdmes cutanés tels que le
picotement, le prurit et la brOlure dans la peaatpiexposée. La durée de manifestation de ces
symptémes peut étre variable en fonction de l'isit€énet la durée de I'exposition au soleil et peut
persister pendant plusieurs jours. Les épisodeplhatosensibilisation répétés conduisent a
l'apparition de lésions cutanées chroniques tejles I'épaississement lichénifome de la peau
avec une apparence cireuse ou tannée, et des dbypsrkératose. Les zones touchées sont le
plus souvent le visage et le dos des mains, capgedes zones habituellement exposées, mais
les réactions de photosensibilité peuvent égalempparaitre sur d’autres zones exposées. Les

levres montrent des rides linéaires (Fig.21).

Figure 21) Les lésions chroniques, les rainuragesi@ur des levres

2-Complications hépatiques

La PPIX étant strictement lipophile n'est pas été par les reins, mais est éliminée par le foie
et excrétée dans la bile. De ce fait, des compdicathépatiques peuvent apparaitre et incluent :
la lithiase biliaire de PPIX avec de possibles @éges obstructifs qui est la complication la plus
fréequente, une hépatite cholestatique et cytolgtighronique qui rarement évolue vers une
insuffisance hépatique aigti® (Fig.20). La progression de I'hépatite provoquspé&nomégalie

et la séquestration splénique des érythrocyteshénmlyse, ce qui augmente I'érythropoiése et
aggrave la maladie. Environ 5-20% des personnesntgs de PPE ont un certain degré du
dysfonctionnement du foie. Les patients qui ontmesationsFECH sur les deux alleles ou une
mutation "gain de fonction" d’ALAS2 présentent usgue plus élevé de développer des maladies

du foie.
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Des études ont démontré qu'une augmentation deréean urinaire de coproporphyrine, avec
un changement d’'isomere lll & isomere |, et 'augtagon des niveaux de PPIX érythrocytaire
peut précéder cette complicatidff. Il est impossible de prédire pour chaque pat&#niine
insuffisance hépatique aigué apparaitra ou non.
3-Complications hématologiques
L’anémie microcytaire ou un taux normal bas d’hélabime est présente chez 20 % a 60 % des
patients’*!42 e déficit en FECH chez les patients atteintsP@E, semble favoriser un état
stable dans lequel une diminution de l'érythropoiegrait due a une modification de
’homéostasie du fer avec rétention splénique. eCattponse pourrait étre meédiée par
lintermédiaire de la PPIX*

I- Génétique de la PPE
A de rares exceptions pres, la PPE est une maledtiditaire due a des mutations "perte de
fonction" du géné-ECH ou "gain de fonction” du geriA2.
1-Déficit en FECH
Sur la base de dosages enzymatiques et l'analyi@eutare des familles PPE, deux modes de
transmission ont été demontrés a ce jour par ieidéh FECH.
Dans plus de 90 % des patients atteints de PREgHamission est décrite comme autosomique
dominante a pénétrance incompléte. En fait, skuteansmission du déficit en activité FECH
présente une transmission autosomique dominantéapatyse des pédigrées; c'est-a-dire qu’on
observe une transmission verticale du déficit etivige enzymatique. Par contre, quand on
analyse la transmission du phénotype, on s’apeqgaatcette transmission répond plutét a une
transmission de type autosomique récessive. Ceftgatliction entre la transmission du déficit
enzymatique et la transmission du phénotype s'quplipar le faite que le phénotype de PPE
résulte de la co-ségrégation d’'une mutation déétar un chromosonteECH, qui présente une
mutation privée du gerfeECH, associée en trans a un alléle hypomorphe ¢.8C5-¢ui est une
mutation commune dans la population générale obsernviron dans 6% des caucasiens.
L’'association d’'un alléle hypomorphe ¢.315-48C alseenutation délétere privée en trans, fait
baisser I'activité enzymatique FECH résiduelle esstbus d’'un seuil critique d’environ 35% qui
entraine la surproduction et 'accumulation de PRiXniveau de la lignée érythroide médullaire
et donc la production des hématies contenant uastigg importante de PPIX. Il est néanmoins
difficile de parler de la maladie a transmissiotbaamique récessive, car les sujets homozygotes
pour l'alléle hypomorphe ¢.315-48C, ne présenteuauphénotype clinique particulier et
présentent une tolérance au soleil normale bienlsg@ient seulement 50% d’activité

enzymatique FECH résiduelle au niveau lymphocyt4ft&>4qFig.22).
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Mechanism operative in 95% of EPP families

FECH alleles of an EPP patient
with overt disease

deleterious Hypomorphic
FECH - - FECHallele
mutation c.315-48C

Chromosome 18

Figure 22) Co-transmission d'une mutationFECH délétére en trans d’allele hypomorphe
c.315-48C.

Un polymorphisme intronique commun, ¢.315-48T >SBIP : rs2272783), situé dans l'intron 3 a
proximité de jonction de I'intron3-exon4 entraireerhodulation d’utilisation d’un site cryptique
d’épissage situé en position -63 dans l'intronsttresponsable de la faible expression de l'allele
hypomorphe. En présence dun allele C, Ilutilisatia’'un site cryptique accepteur
d’épissage alternatif est favorisée par rappomsitaiphysiologique et cela entraine la production
d’'un ARNm plus long de 63 bp et instable par l'aggezn d’'un codon STOP prématuré.
L'’ARNm épissé de facon anormale est ensuite dégoadde mécanisme de dégradation des
ARNmM non-sens (NMD), produisant un niveau faibldRINm FECH (Fig.23). Ce mode de
transmission a été démontré en Frafifeinitialement et a été également confirmée par des
études effectués au Japf en Chine"*®, en Amérique du Nord™®, en Suédé®® en Israéf*?,

en Afrique du Sud?et au Royaume-Urtr®

Plus de 120 mutations délétéres, y compris destimnsanon-sens, faux-sens, d’épissage, des
délétions et des insertions, ont été identificassda gend-ECH chez les familles atteintes de
PPE**(Human Gene Mutation Database, Cardiff). Les moatisont caractérisées par une forte
hétérogeénéité allélique.

Les mutations somatiques acquises du gaBEéH ont été identifiées chez un petit nombre de
patients pour lesquels la PPE a été développé dages de 40 ans en association avec une

myélodysplasie ou d'un trouble myélo-prolifératf>°
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Figure 23) Représentation schématique de I'épissagans I'exon3-exon4 du géen&ECH.
Le polymorphisme intronique ¢.315-48T/C est sita@gdl’intron 3, a proximité de jonction de
I'intron3-exon4, et entraine la modulation d'utdigon de site cryptique d’épissage situé en
position -63. En présence d’allele c.315-48C, lisdtion du site cryptique accepteur
d’épissage alternatif est favorisée par rapporsitkiphysiologique et cela entraine la production
d’'un ARNm plus long de 63bp et instable par I'ajjp@am d’'un codon STOP prématuré. L'ARNmM
épissé de facon anormale est ensuite dégradé peacenisme de dégradation NMD.

J- Epidémiologie de la PPE
La protoporphyrie érythropoiétique est considéréeroe la forme la plus commune de
porphyrie chez les enfantd’. Elle est présente dans le monde entier, avepréalence pour
I'Europe entre 1: 75.000 (Les Pays-Bas) et 1: 2WDQes Pays de GalleS}. Il a été démontré
que la prévalence de la PPE dans une populatiofosiment influencée par la fréquence de
I'allele hypomorphe ¢.315-48¢>° La fréquence de l'alléle hypomorphe dans le moese
variable : 7% (France), 8 % (Suede), 7% (Suiss&pogRoyaume-Uni), 5% (Espagne) et 1%
(Italie), 45% (Japon) et cela nous permet probabrdrd’expliquer les variations de l'incidence et
la prévalence de la PPE dans ces p&y$*
La différence de la fréquence des alléles mutaététeéres du genEECH pourrait également
moduler la prévalence de la PPE dans certainestamrg] comme en cas d’effet fondateur avec
dérive génétique, comme cela a été rapporté ers&ais au Royaume-Uni. Ainsi, la prévalence
de la PPE pourrait &tre augmentée localertfént®

K- Diagnostic de la PPE
Le diagnostic est basé sur la mise en évidencetdwnélevée de PPIX libre dans les érythrocytes
et les féces®. La mesure de la fluorescence des porphyrines Eaptasma montre un pic
spécifigue a 634 nm chez les patients symptomagjgpermettant le dosage spécifique des

porphyrines. La mesure de PPIX libre érythrocytaise le test biochimique le plus sensible et
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spécifiqgue pour le diagnostic de la PPE. L'activtézymatique de FECH, mesurée dans les
cellules nucléées, est réduite de 10 a 35 % deléawnormale chez les patients symptomatiques
et d’environ 50% chez les porteurs asymptomatigtretes études moléculaires pour trouver les
mutations délétéres et le polymorphisme c¢.315-4884hs le gene~ECH confirment le
diagnostic et permettent de réalitenquéte familialé™.
L- Traitement de la PPE
A ce jour, Il n'existe pas un traitement étiopatéigue corrigeant la surproduction de PPIX
chez les PPE.
1- Mesures préventives de la photosensibilité
La protection contre les rayons du soleil, y compailumiére ultraviolette a ondes longues est la
principale mesure thérapeutique de la PPE.
e La protection contre le soleil en utilisant desemé@énts de protection a manches longues,
des gants et des chapeaux a larges H6tds
» Les créemes solaires contenant un agent réfléctiissamn souvent efficaces, mais ne sont
pas acceptables pour tous d’un point de vue egtletiCertaines cremes de bronzage qui
favorisent la pigmentation de la peau peuventéttes >
» Le B-carotene peut améliorer la tolérance au soldd dose est ajustée pour maintenir les
niveaux de caroténe sérique dans lintervalle del5L0umol/L (600-800 pg/dl),
provoquant une légere coloration orange de la pauwaison de caroténémie. IBe
carotene a une action antioxydant. Il est génémheratilisé, par voie orale, six a huit
semaines avant I'été pour réduire la photosensibdependant son efficacité reste limitée
166'
* La photothérapie par UVB/NBUVB peut étre utiliséeup induire le bronzage et
améliorer la tolérance a la lumiére du sof&l
» L’afamelanotide, une hormone analogue de MISH (alphamelanocyte stimulating
hormong, induit la formation épidermique de la mélanine a récemment obtenue
une labellisation par 'TEMA' Ce médicament contenant 16 mg d’afamelanotide est
administré de maniére sous-cutanée en tant qu'yotaith biodégradable a libération
prolongée™®®.
» Les vitres protectives teintées (les filtres jaubkgjuant le rayonnement au-dessous de

460 nm) pour les voitures et les fenétres afin g@iécher I'exposition a la lumiére.
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* Les patients atteints de PPE peuvent présenterédetions de photosensibilité pendant
les interventions chirurgicales, principalementdsent la transplantation hépatique. Dans
ces cas, |'utilisation des filtres jaunes est ldlewee protection .
D'autres approches thérapeutiques comprennentifiegtiration de la vitamine €™ et la cystéine
(500 mg/deux fois par jour) par voie ordi&. Les antihistaminiques peuvent également étre

utilisés car ils peuvent limiter la réaction photague®’®

2- Gestion des complications hépatiques
En ce qui concerne la réduction de l'excés de RiPlez les patients atteints de PPE, deux
approches peuvent étre envisagées :
i- La réduction de I'érythropoiése qui peut étreiséal par les transfusions multipfdé'”> Le
fait que I'hnématine (héme oxydé) puisse faire régee temporairement I'érythropoiese en
modifiant l'activité de la premiére enzyme limitale la voie de synthese de I’heme, ALAS2, n'a
pas été clairement démontf@ Cependant, cette approche ne peut pas étre éoisidomme un
traitement a long terme de la maladie en raisoncdawlications liées a une surcharge martiale
qui outre la toxicité du fer pourrait aussi étreélément inducteur d’ALAS2"".
i- L'augmentation de I'excrétion de PPIX est médiée lgacholestyramine’® et d'autres
absorbants de PPIX tel que le charbon acti¥€®®qui entraine Iinterruption de la circulation
entéro-hépatique de la protoporphyrine et son &rcrécale.
Une fois que linsuffisance hépatique est avank@dransplantation est généralement le seul
traitement susceptible d'assurer la surdfe®1182183.184| 5 transplantation hépatique ne réduit
pas la surproduction érythroide de PPIX, par camsdl les patients atteints de PPE continuent a
présenter des symptomes cutanés typiques avesquerélevé de récidive de la maladie du foie.
Cela suggeére que la co-transplantation du foia ehdelle osseuse ou la greffe préventive de la
moelle osseuse apres la réversion de la maladfeiewdoivent étre envisagés pour prévenir la
rechute de la maladie du foi&.
Enfin, il est important de noter, d’'un point de vpaysiopathologique, qu'aucune de ces
méthodes ne modifient durablement la surproducgbrifaccumulation de PPIX et donc ne

réduisent pas les risques liées aux complicatiépatiques.
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3- la porphyrie dominante liée a I'X (PPEDLX)

La protoporphyrie érythropoietique dominante liéd>a (PPEDLX, MIM 300752) est une
porphyrie liee a des mutations gain de fonctiongéne ALAS2. La présentation clinique de
PPEDLX est trés similaire & celle de la PPE Le gain de fonction d’ALAS2 conduit &
I'accumulation de PPIX avec d'énormes quantitéRRIEX dans les érythrocytes, dont environ 40
% est constituée de zinc-protoporphyrine (Fig.24p études d’expression chez les procaryotes
révelent que la région C-terminale d’ALAS2 semidffecter I'activité enzymatique. Le retrait de
région C-terminal par des mutations, conduit a ain ge fonction alors que tous les autres types
de mutations décrites précédemment du gdn&S? diminuent son activité et provoquent une
anémie sidéroblastique héréditaire. Les traitemegitdifs a la PPEDLX sont similaires a ceux

qui concernent la PPE.
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Figure 24) Flux de la biosynthese de I'heme danssleleux formes de PPEColonne gauche :
PPE due a une activité déficitaire en FECH. Colodrate, PPDLX (ou XLDPP) due a une
suractivité de I'ALAS2. Dans les deux cas, une amdation de PPIX est observée. Dans le cas
de la PPELDX, une surproduction de zinc-protoporipigy(Zn PPIX) est également présente.
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I1l/ Thérapie génique de la maladie PPE

A ce jour, il n’existe aucun traitement simple @t qui permette de réduire le taux de PPIX seul
gage d'un effet sur la photosensibilité et le restpépatique.
Puisque la PPIX provient principalement des cedlideythroides, la greffe de moelle osseuse
peut étre un traitement étiopathogénique efficaCependant, sa mise en ceuvre et ses
complications la rende inadaptée a cette affeaiounlehors des rares cas ou une transplantation
hépatique est nécessaire pour éviter le risqueédievrécidive sur le greffon hépatique. Une
greffe autologue de la moelle osseuse génétiqgueomeriée serait une alternative intéressante
en I'absence d'un donneur compatible.

1- Thérapie génique intégrative
Dans une étude effectué par Pawliuk et al en 1%99a faisabilité d'un traitement a long terme
de la photosensibilité a été démontré dans un nmodehs PPE (BALB/C-FedH™s.
Les souris BALB/C-FecdtF?® homozygotes pour une mutation faux-sens du §&@H, sont
caractérisées par un déficit profond en activit€ateyme ferrochélatase (moins de 6% de souris
normales). Ces souris ont des taux élevés de P&tX l&s érythrocytes, le plasma, le foie et les
selles et présentent toutes les caractéristiqimguwds observées chez les patients PPE humains,
y compris la photosensibilité, I'anémie hémolytiglee cholestase et la dysfonction hépatique
sévere #7188 Contrairement aux patients humains, toutes lesrissoBALB/C-Fect"?s
développent des Iésions hépatiques irréversifles
Pawliuk et al ont greffé les souris PPE par dehfulesl souches hématopoiétiques transduites
auparavant par des vecteurs rétroviraux codant p8DNc FECH WT et ce qui a permis de
corriger le déficit en FECH et normaliser la proilut de PPIX et finalement la photosensibilité
pendant au moins 7 mois apreés la greffe dans ttegesouris grefféed®,
D’autres chercheurs ont également confirmé lesltedsude Pawliuk en démontrant une
correction complete ou partielle de la photosetigbchez les souris PPE avec ou sans la
présélection de cellules transduité$'®® La présélection s’appuie sur la mesure de la
fluorescence par cytométrie en flux, suite a l'agistration d’ALA exogéne, un précurseur de
I'héme, qui induit une augmentation de PPIX dasscilules déficitaires en FEC¥. Richard
et al ont développé un vecteur lentiviral auto-thant contenant de I'ADNEECH humain qui
permet de réaliser la greffe sans utiliser la &giat de présélection ou des marqueurs de
transductiort®.
Dans toutes ces études, la greffe de cellules ssubBmatopoiétigues WT ou génétiguement
corrigée de PPE abouti a une normalisation des taux sanguins REX Bonduisant a un
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traitement a long terme du phénotype photosenside.contre, 'amélioration du phénotype
hépatique nécessite une greffe trés précoce dirmstallation des lésions hépatiques

Une question non résolue est la place des différiésgus dans la production de PPIX. Un seul
article a étudié la contribution de la PPIX hépatiget €rythrocytaire a la pathophysiologie de la
PPE. Suite & la transplantation de la moelle ossdassouris malade BALB/C-FEti*a des
souris normales, Pawliuk et'@font observé que le niveau de PPIX érythrocytaifgastmatique
est fortement augmenté. La quantification des emsyh€épatiques du sérum et de la bilirubine
ainsi que I'examen histopathologique de section®idede souris jusqu'a 16 mois apres la greffe
de moelle de souris PPE n'ont montré aucune prelevéesions hépatiques. Ces résultats
suggerent étonnamment que l'activité normale feélatase dans les cellules hépatiques et
dermiques des souris WT est suffisante pour prévatteinte hépatique et une photosensibilité
cutanée important&?. Ces résultats sont néanmoins en contradiction Beleservation que la
greffe d’'un foie a un patient PPE se complique dg0% des cas d’une récidive de la maladie
hépatique en moins de 10 ans.

Afin de démontrer de fagon concluante que les t@mnmaux d'enzyme ferrochélatase produits
dans la peau pourraient fournir un effet photoptete significatif en dépit des niveaux élevés de
PPIX érythrocytaire, Pawliuk et al ont effectué dgeffes cutanées entre des souris BALB/C
normales et des souris PPE. Un mois aprés lepteantations de peau saine chez des souris PPE
ou de peau de souris PPE chez une souris sainmtilexposés les deux souris a une lumiére
calibrée pendant 20 mn. Les auteurs ont obsengngiépit d'une élévation massive de la PPIX
erythrocytaire, la souris PPE transplantée parreffan de peau saine a montré une absence de
photosensibilité du greffon cutané. La souris BACBfansplantée par un greffon de peau PPE
n'a présenté aucun signe de la photosensibilité.doanées valident I'hypothese selon laquelle la
principale source de PPIX toxique provient destépgytes (Fig.25}°>
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Figure 25) Le niveau normal de FECH exprimé dans Igpeau protégerait la souris contre la
photosensibilité, modifié d’aprés Pawliuk et al, 205 **2. Un mois aprés les greffes cutanées,
les dos des souris ont été rasés, épilées et egp@6émin a une lumiére calibrée. Les zones du
greffon cutané sont encerclées. La souris PPE aetda greffe de peau de souris BALB/C a
présenté des brdlures sur une grande zone du disscple dans la zone de la greffe de peau
normale on observe I'absence de brdlures.

2- Thérapie génique non intégrative
Les analyses génétiques révelent chez prét de ¥patients PPE, la présence d'un allele
hypomorphe commun en trans d'une mutafidCH délétére™®. Les patients ayant seulement
un alleleFECH délétére sont asymptomatiques. Cette observatiggese que la correction de
l'allele hypomorphe commun responsable de I'épessalgerrant devrait étre suffisante pour
restaurer le phénotype normal chez pla®©0% des malades PPE.
La thérapie génigue intégrative est une approcheetteuse mais le risque de leucémogénese
insertionnelle souligne la nécessité d'un systémus plr, en particulier pour une pathologie
saisonniere et non létale telle que la PPE.
Plusieurs avantages a cette approche de théramgugéon intégrative émergent :

1- Le traitement peut n’étre administré que de fag@évgntive et saisonniéere

2- Le traitement peut étre arrété en cas d’effet adver

3- Le globule rouge corrigé a une durée de vie de jdR6s prolongeant ainsi I'effet du

traitement

4- La régulation physiologique de I'expression du gEREH est conservée

Dans I'objectif de développer un traitement norégnatif pour la maladie PPBustric et af*®

ont identifié un oligonucléotide antisens (ASO-\fLii redirige I'épissage cryptique de l'intron 3
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du gend~ECH vers le site accepteur physiologique et augmenpedduction d ARNFECH WT
(Fig.26 et Fig.27).

-63 bp €.315-48T>C
!—! \/ \/
tttaaaggcttaatcttgttaggcetctctaaaattttgcttttttictittttattgagtag AMACATTTCTCAGGCTGCTA
1
-63 -45

-

5= Exon 3

Exon 4 3'

Figure 26) Emplacement de I'oligonucléotide antisens corrigedn’anomalie d’épissage du
géneFECH, modifié d’aprés Oustric et al, 2013% ASO-V1 cible le point de branchement de
site cryptique (-97 a 116), le site accepteur dsgme cryptique (-54 a 74) et le locus ¢.315-48 (-
45 a 63). Les fleches horizontales représentenpdsgions des amorces de PCR utilisées pour
l'analyse d'épissage. Le point de branchementithéodu site cryptique : ¥V

A B

100 bp p=00172

Ladder
' - I

ASONT Noo Traité  Non Traité

Exprassion du geneg
FECH
7

F
L —— i‘?‘-‘L‘q 19
— S .
+ + + ~ = Emétine q AS0-V1 Non Traité

Figure 27) Effet d’ASO-V1 transfecté par le lipofetamine 2000 dans des lignées
lymphoblastoides issues de patients PPEodifié d’aprés Oustric et al, 2013%

A : RT-PCR exon3-exon4 du gef&CH aprés la transfection des lignées lymphoblastoides
(LBCL) de malades PPE avec ASO-V1. Les cellulegéea a I'émétine (un bloqueur de la
traduction) a 3QuM finale 3 H aprés la transfection sont indiquéest €elles n‘ayant pas regues
d'émétine sont indiquées- en dessous de chaqueneolbes ARNSs sont extraits 24 H aprés. Les
produits de RT-PCR sont analysés avec un gel diag&® % (p/v) et leur taille indiquée a droite.

B : gPCR relative du geneECH faite sur les ARNs extraits 24 H apres la trangectles
LBCLs avec ASO-V1, sans émétine dans le milieu.oGoé ASO-V1 : transfectées avec V1.
Colonne « Non Traité » : cellules non transfectées.

lls ont en outre montré que [lutilisation de I'ASZ- de type morpholino, avec une
administration réguliére et une concentration #nde 45uM, dans des cultures primaires de
cellules CD34+ de malades PPE permettait de rédaicgiantité de protoporphyrine produite
chez deux malades PPE de 44% et 58%, a un niweaparable a ce qui est obtenu chez un
porteur asymptomatiqug® (Fig.28). Cela suggére qeette approche pourrait étre thérapeutique

in vivo.
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Figure 28) Preuve de concept dans des progéniteuésythroides de patients PPE modifié
d'aprés Oustric et al, 2013'%% Cellules CD34+ périphériques transfectées par u® A type
morpholino-V1 ou -Mock a J7 de la différenciatiomytéroide. A et B: Patients PPE
symptomatiques, génotype: M/ ¢.315-48C. C: Sujetréte ; D: Patient porteur asymptomatique,
génotype: M/c.315-48C T.
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IV/Thérapie génique utilisant des oligonucléotideantisens

Plusieurs approches thérapeutiques a base dolifgotides antisens sont apparues au cours
de ces derniéres années, visant a altérer I'expned®in géne ou a modifier I'épissage par
différents moyens. Les oligonucléotides antiseng ges acides nucléiques modifiés, courts
et synthétiques qui se lient a 'ARN via l'appaiamde bases de Watson-Crick et modifient
sa fonction. En fonction de la chimie et de |la séqe, la liaison de I'oligonucléotide antisens
peut entrainer une extinction génique post-traponnelle ou la modulation du
métabolisme de I'ARN (Fig.29). L'extinction géniquee produit soit par le biais des
mécanismes de dégradation, ou I'ARN cible est aénpiar des nucléases endogenes, soit par
des mécanismes non-dégradatifs ou la liaison digdioucléotide antisens inhibe la coiffe,

I'épissage et la polyadénylation par encombremigmigsie’*.

Figure 29) Mécanismes antisens, modifié d’aprés Giwell AL et al, 2012

Les oligonucléotides antisens peuvent interagircakes transcrits d'/ARN comprenant a la
fois un pré-ARNm dans le noyau et I'ARNmM maturesdi@ncytoplasme. lls peuvent cibler les

séquences exoniques, introniques et les sites déglan non traduite (UTR, Untranslated

Region). En fonction de la chimie et de la conaeptie I'oligonucléotide antisens, différents
événements post-liaison peuvent étre lancés, y Geng modulation de la maturation de

I'ARNmM (la coiffe, I'épissage et la polyadénylatjpfa dégradation médiée par RNase H et
l'inhibition stérique de la traduction.
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Les méthodes basées sur I'oligonucléotide antisenshautement spécifiques et peuvent étre
utilisés pour cibler un gene unigue ou un groupegdaes. Ces méthodes incluent les
oligonucléotides antisens classiques (ASO, AntisBedligonucleotide), les oligonucléotides
modifiant I'épissage (SSO, Splice Switching Oligoleotide), les petits ARN
interférents (siRNA, Small interfering RNASs), lescnoRNAs (miRNAS) et les anti-miRNAs
(antimiRs)'*®.

6- Oligonucléotides modifiant I'épissage, SSOs
Les oligonucléotides (ONSs) dirigés vers le sitgptbéage ou ses éléments régulateurs peuvent
masquer des événements d'épissage normaux ourdberoaduisant soit a I'exclusion ou a
l'inclusion d’'un exon.
Les sites d'épissage cryptiques, générées par degtions qui conduisent a un épissage
aberrant, peuvent étre egalement ciblés par lessS@Mplémentaire du site d'épissage
indésirable. lls couvrent le site accepteur crypicet réorientent I'épissage vers le site
accepteur physiologiqud” **¥(fig.30).
Depuis la premiére preuve de principe par la reatemn de |'épissage d’'un pré-ARNm
betaglobin muté, responsable de I'apparition de la béta-tisglmie, via des oligonucleotides
antisens™® les ONs synthétiques sont devenus des outileegénts pour moduler I'épissage
dans un certain nombre de maladies telles que $&r@phie Musculaire de Duchenne (DMD)

200 201
)

I'’Amyotrophie Spinale®®, la Sclérose Latérale Amyotrophiqi€? la maladie de

3

Huntington ° la maladie de ParkinsoR® I'Hypercholestérolémie familiale’® et

I’Agammaglobulinémie liée au sex®.

62



Figure 30) Mécanismes de modulation de I'expressiongénique induite par
I'oligonucléotide, modifié d’aprés Kole R et al, 2022%",

ESE: Exonic Splicing Enhancer; ESS: Exonic Splicaidencer.a) Un Oligonucléotide
chimiquement modifié ciblé contre un site d'épigsag une séquence ESE de I'exon d’un
pré-ARNm empéche l'assemblage approprié du spboeessur I'exon et redirige I'épissage
vers une autre voie en faisant sauter I'exon cil€ertains exons sont mal épissés, car ils
contiennent des éléments ESS. Un SSO conc¢u pogudriain ESS interfere avec le role de
cet éléement dans I'épissage et favorise l'includieron.c) Une mutation dans l'intron peut
créer et/ou activer des sites d'épissage abercmtduisant a l'inclusion d'un fragment
intronique dans I'ARNmM épissé et en créant un psendn. Un SSO ciblé contre les éléments
d'épissage aberrants restaure I'épissage corregteratet la traduction d'une protéine
fonctionnelle.

7- Limitation a l'utilisation des oligonucléotides anisens

La distribution systémique d’une molécule thérapg implique une série d'étapes incluant
la circulation sanguine, I'extravasation, et I'apson dans les cellules cibles dont chacune a
son propre ensemble de contrairffésDe plus, le site d’action pour les différenteséuales

d'acide nucléique réside dans des différents caimparts intracellulaires. Par conséquent,

209, 210

les molécules d'acide nucléique nues ont une lpodibilité trés limitée et pour
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répondre a ce probleme, différentes méthodes deibdison ont été développées. Les
objectifs principaux de ces méthodes sont d'amélibefficacité et la spécificité de I'entrée
et 'accumulation de la molécule thérapeutiqgue dasscellules cibles, et de diminuer les

effets secondaires indésirables liés a son actos tbs tissu&®

8- Vectorisation d’oligonucléotides antisens

Un vecteur est un véhicule qui permet le transporfinternalisation de I'acide nucléique
dans les cellules cibles. Un vecteur idéal dewéti¢ tres spécifique, capable de transférer
efficacement la molécule thérapeutique tout emplteségeant contre les nucléases du sérum,
sans étre reconnu par le systeme réticulo-endath@RES) (Fig.31). Le systéme RES
reconnait les protéines plasmatiques liées auxpatioules en circulation et provoque leur
captation par les RES tels que le foie, la rate etoelle osseuse. En outre, un vecteur idéal
devrait favoriser la diminution de l'excrétion rénde la molécule thérapeutique. L'activation
du systeme immunitaire innée meédiée en particulpae les récepteurs TLRs (Toll-like
Receptors) représente un effet secondaire indésiratportant en raison des toxicités
associées a la sécrétion excessive des cytokineppéarition des syndromes inflammatoires
aprés I'administration systémique des vecteursafrgrtiques™’. Par conséquent, une fois
introduit chez le patient, le vecteur idéal ne dévpas induire une réaction allergique ou
inflammatoire®'? 2> 214 pe plus, les vecteurs doivent extravaser derkulgtion sanguine
pour atteindre les tissus cibles et entrainer diinalisation cellulaire de la molécule

thérapeutique tout en favorisant son échappemeiasemal (Fig.31).
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Figure 31) Les barrieres membranaires limitant la dstribution des acides nucléiques
aux compartiments subcellulaires, modifié d’aprés tdo Yin et al, 2014*°

Divers vecteurs peuvent étre utilisés pour traesférs acides nucléiques. Ces vecteurs ne
devraient pas étre reconnus par les endonucléasedrdm et devrait échapper du systéme
immunitaire. lls doivent également éviter la clara rénale et prévenir les interactions non
spécifiques. De plus, ces vecteurs doivent exteav@es la circulation sanguine pour atteindre
les tissus cibles. L'internalisation cellulairel'échappement endosomal sont également des
facteurs majeurs qui affectent I'efficacité de eert
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A I'heure actuelle, les vecteurs utilisés en th&ayénique sont classés en deux catégories
principales Viraux etNon Viraux.

Les Virus peuvent étre efficaces pour la distribution de melté@énétique aux cellules, car
I'évolution les a optimisés dans ce but depuiswii®ons d'années. Récemment, en raison des
progres au niveau de la conception et la slret&eldsurs viraux, les approches virales de la
thérapie génique ont largement été utilisées dessessais cliniques pour de nombreuses
maladies génétiques®. Cependant, en fonction du type de virus, ilsseovent toujours une
partie de leurs faiblesses inhérentes y comprisnnfunogénicité potentielle, la
tumorogenicité, leur capacité limitée pour le tr@ors de gene et leur production complexe.
D’autre part, les vecteurs viraux ne sont pas apbles a toutes les molécules a base d'acide
nucléique car ils ne sont peu compatibles par elerapec la distribution des courts
oligonucléotides synthétiques. Par conséquent, ldactntexte d’une distribution efficace des
oligonucléotides, I'accent a toujours été mis suddveloppement des méthodes alternatives
aux virus, les vecteurs non viratik

La stratégie de transfert du géne par YesteursNon Viraux comprend des méthodes
physiques et chimiques (Fig.32). Les vecteurs dues sont plus fréquents que les méthodes
physiques et sont basés sur de nombreuses classasgposes incluant les divers lipides
cationiques, des polyméres et des peptifes'’ 1% Parmi eux, de petits peptides appelés les
CPPs (Cell-Penetrating Peptides) suscitent unéhtémsidérable.
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Figure 32) Différents systémes pour le transfert dgenes, modifié d’apres Nayerossadat
N et al, 2012*'% Les vecteurs chimique non-viraux sont en généralcoenplexes a base de
’ADN/lipide cationique (lipoplexes), I'’ADN/polymé& cationique (polyplexes) ou
I'ADN/polymere cationique/lipide cationique (lipdgplexes).

1- Cell Penetrating Peptides (CPPs)
Les CPPs connus aussi sous les noms de PTDs (Prhotmisduction Domain), sont de
courtes séquences peptidiques possédant jusquaci@8s aminés qui ont la capacité de
traverser efficacement la membrane plasmique ettrdduire leurs cargos (les molécules
thérapeutiques) dans les cellules d'une facon oxigue?*®. Notamment, ils ont démontrés
un excellent potentiel pour la distribution des dasi nucléiques allant des courts
oligonucléotides naturels ou synthétiques a ba#dkN' ou ADN jusqu’aux grandes
molécules plasmidiques, & la foisvitro etin vivo 1% 2%

A- Origine des CPPs
Les premiéres indications que certaines protéines sapables de traverser la membrane
cellulaire ont d'abord été observées il y a enviBOnans, lorsque TAT, la protéine trans-
activatrice de la transcription, codée par le vides!'immunodéficience humain de type 1

(HIV-1), a démontré la capacité de pénétrer dassciglules, et méme dans le noyau
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cellulaire #?* %2 | 'homéodomaine de la protéine Antennapedia dmdache du vinaigre,
Antp ?®, et une protéine dérivée du virus de I'herpés, 2/B% ont été montrés avoir les
mémes propriétés. Ces découvertes ont été suiaesligentification des séquences

225, 226

minimums nécessaires pour la translocation de tépre et ont abouti a la

caractérisation d'un large éventail de CPPs natetedynthétiques.

B- Classification des CPPs
Il'y a une grande variété de CPP en termes de csitiggod'acides aminés et les degrés de
polarité. Bien que la plupart de CPPs sont chgpgégivement avec une charge moyenne de
+5%?" |a capacité de traverser la membrane a égaleéb&mis en évidence pour les peptides
anioniques®® Les CPPs peuvent étre divisés essentiellemeritoén classes selon leurs
propriétés physico-chimiques : cationiques, amphipaes et hydrophobé8’.

Iv- CPPs cationiques
Les CPPs cationiques contiennent des clusters d#dusé chargés positivement,
principalement I'arginine et la lysine, qui sonsestiels pour leur absorption cellulaff@.
Leur structure secondaire n'a pas un impact dingrcteur absorption cellulaifé®.
Ces peptides interagissent peu avec les lipides bmaraires mais interagissent
essentiellement avec les composants anioniquesa deeimbrane cellulaire tels que les
glycosaminoglycanes (GAGST! 2 Les GAGs sont exprimés de facon ubiquitaire ssr |
surfaces des cellules et sont impliquées dansdaaksation, la régulation et la liaison
cellulaire.
Des études effectuées sur les différentes longudeirgoly-arginines ont démontré que le
nombre minimal de résidus d’arginine nécessaire faoriser l'internalisation cellulaire est
de 8. Augmenter le nombre de résidus d'arginineliaraél'internalisation cellulaire mais
augmente également la toxicité. Les poly-arginilessplus souvent étudiés sont R8 et R9.
L’efficacité de pénétration cellulaire des Polyianges est supérieure a celles des poly-

lysines®3,

Tableau 2) Exemples des peptides cationiques, mddifi'aprés Maliha Zahid, 2015%*
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V- CPPs amphipathiques
Les CPPs amphipathiques se composent de partiespghyigés et hydrophobes, peuvent étre
subdivisés en peptides amphipathiques primaireseeondaires?®. La plupart des CPPs
amphipathiques sont cationiques, contenant deesccthinés chargés positivement (lysine
et/ou arginine), et de nombreux résidus hydrophdélesque la leucine, I'alanine, la valine,
etc. Cependant, dans certains cas, la substitdéeracides aminés cationiques avec d'autres
résidus polaires conserve la capacité de transufucellulaire du peptide si 'amphipathicité

est conservég®,

Tableau 3) Exemples des peptides amphipathiques, ditié d’apres Julia Durzynska et
al, 2015%*°. WSQ est un domaine "Spacer" qui sépare les maotifsophiles et hydrophobes.

» CPPs amphipathiques primaires
Les CPPs amphipathiques primaires contiennent desaities séquentiels cationiques et
hydrophobes dans le cadre de leur structure prmaddes peptides sont généralement
constitués de plus de 20 résidus d'acides amings saulement quelques résidus basiques.
Les CPPs amphipathiques primaires se lient fortém@ex lipides neutres et anioniques de la
membrane, ce qui suggére que les interactions phidles dominent dans leurs interactions

membranaire&®’.
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» CPPs amphipathiques secondaires
Les propriétés de CPPs amphipathiques secondarsedéd leur interaction avec la membrane
cellulaire résultent d'un état conformationnel pettant la présentation de résidus
hydrophobes et hydrophiles sur les faces opposés melécule et la création des structures
secondaires en hélieeou des feuillet$ **® En raison des interactions électrostatiques, les
CPPs amphipathiques secondaires ont une plus gadiiitieé pour les membranes anioniques
que les membranes électriquement nefitfe€ertains CPPs amphipathiques peuvent étre
considérés a la fois primaires et secondaires, amar exemple Transportan 10 (TP10,
AGYLLGKINLKALAALAKKIL), qui contient des blocs hydophobes et hydrophiles dans sa

séquence, mais forme également une structure aathhijpes en hélice %*°.

Vi- CPPs hydrophobes
Les CPPs hydrophobes ont une charge nette failgiengennent uniqguement des résidus non
polaires ou des motifs hydrophobes qui sont crucpaur leur internalisation. Certains CPPs
hydrophobes peuvent directement se déplacer arsrales lipides de la membrane, ce qui
pourrait étre avantageux car le risque du piégelmgs les vésicules endosomales pourrait

étre diminué“®,

Tableau 4) Exemples des peptides hydrophobes, Moidifd’aprés Guo Z et al, 2016**

C- Stratégies de vectorisation des acides nucléiquearpges CPPs
L'acide nucléique peut étre conjugué au CPP dearenovalente ou non-covalente.

ii- Conjugaisons covalentes
La premiere méthode de vectorisation des olig@uiides par les CPPs implique la synthése
chimique des peptides modifiés capables d'étal#s donjugaisons covalentes avec des
oligonucléotides (Fig.33). Il existe de nombreuséstégies de conjugaison covalente y

p42

compris le thioéther, le thiol-maléimide et la faton d'estef™. Un avantage important de
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I'approche de conjugaison covalente est qu'il damme molécule CPP-acide nucléique avec
une structure définie et steechiométfit Cependant, cette approche est, en principe déniit

la vectorisation des oligonucléotides neutres atiqodiere les PNAs (Peptide Nucleic Acid)
et les PMOs (Phosporodiamidate Morpholino). Biene gies CPPs conjugués aux
oligonucléotides chargés ont été, et sont encappartés dans la littérature, mais il est tres
compliqué de purifier ces conjugués et méme loilsqgont purifiés, ils sont susceptibles de
former des complexes en raison des interactions éed oligonucléotides anioniques et les

CPPs cationiques.

8 )
Cepie>-
Q 0

Figure 33) Exemple d’'une conjugaison covalente deyge thiol-maléimide entre le
vecteur peptidique et I'oligonucléotide

L'acide nucléique doit étre libéré une fois intéisga afin d'obtenir son effet biologique
souhaité. Pour atteindre cet objectif, en cas IBation de conjugués covalents CPP/acide
nucléique, des ponts biodégradables doivent éfitesést L'une des stratégies les plus
couramment utilisés est la conjugaison par linéstimire d'un pont disulfur&*?* car il
reste suffisamment stable dans le milieu extraleathl et est clivé une fois atteint les
compartiments intracellulaires réducteurs, en paliér le cytosof**

L’'approche covalente est plus chere et plus labedepar rapport a la préparation des
complexes de maniere non-covalente, ou l'acideéigueé est associé au CPP par une simple

co-incubation.

Tableau 5) Exemples de CPPs conjugués directementixa oligonucléotides et leurs
applications, Taavi Letho 2016
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iv- conjugaisons non-covalentes
La deuxieme méthode de transfert des oligonucléstiédié par les peptides exploite les
propriétés complexantes des CPPs et leur dérivgs34f. La stratégie de conjugaison non-
covalente peut étre utilisée pratiguement pouremues molécules chargées négativement
tels que les ASOs, les siRNAs et les ADN plasmidguTrois types d'interactions se
produisent principalement entre les CPPs chargg&siymment et les oligonucléotides chargés
négativement- des liaisons électrostatiques, hydrops et hydrogene. Les avantages d'une
complexation non-covalente sont la préparationdades nanocomplexes, les ratios variables
du CPP a l'acide nucléique permettant d’augmentepgrtionnellement la quantité d’oligo
thérapeutique et la préservation des activitéinsagues du CPP et de I'acide nucléique. En
outre, en cas d'utilisation de nanocomplexes nalemts, les acides nucléiques sont
protégés contre la dégradation par des nucléaseslel milieu extra- et intracellulaire, et leur
demi-vie est nettement augmenté&®
En cas de conjugaison de type non-covalent, il Gpitmiser empiriguement le ratio de
charge entre le peptide et I'oligonucléotide pobieair la meilleure efficacité de transfection

cellulaire.

Oligonucleotide

+ Oligopeptide complex

Figure 34) La formation du nanocomplexe entre les gptides et I'oligonucléotide par le
biais des interactions électrostatiques, ou hydrogibes et/ou de I'hydrogene.

L’élimination des nanoparticules de la circulateanguine dépend fortement de leurs tailles
et leurs propriétés de surface. La clairance réeealéexcrétion urinaire tres rapide sont
démontrées pour les petites particules de diant8tdeodynamique inférieur & 5 nAf’.
D'autre part, les nanoparticules ayant un diambgydrodynamique de plus de 200 nm
présentent typiquement une opsonisation rapidenetabsorption ultérieure par le systeme
phagocytaire mononucléaire et seront séquestréke ffiaie et la raté*®. L'opsonisation des

nanoparticules peut étre réduite en modifiant geuface par certaines molécules telles que le
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polyéthyléne glycol (PEG), qui protege leur chaggdiminue les interactions non spécifiques

avec les protéines plasmatiqdés

Tableau 6) Exemples de nanocomplexes CPP/oligonucléotide etuls applications,
modifié d’aprés Taavi Letho 2016

D- Mécanisme d’internalisation des nanocomplexes CPRJiae nucléique
Les mécanismes d'internalisation cellulaire des <CEtHeur cargo biomoléculaire associé a
été un sujet de controverse. Dans un premier teihpsgté considéré que le mécanisme
d’internalisation des CPPs est indépendant de t&gepet est censé étre initiee par la liaison
des CPPs aux glycoprotéines de la membrane comtdeangroupes chargés négativement
tels que les GAGs. Les groupes chargés négativerdentGAGs comprennent des
carboxylates et les sulfates. Les Heéparanes Ssilf@i&) ont été identifiés comme une
fraction glucidique importante facilitant l'absdget des peptides cationique$®2!
Cependant, des études ultérieures ont révélé demitgétechniques majeurs dans les
expériences d'internalisation qui utilisaient laog&dure de fixation aprés I'incubation des
cellules avec le CPP marqué par un fluorophore, l@dfixation des cellules a modifié
artéfactuellement la distribution subcellulairs @PP dans les cellul&.
Actuellement, deux voies mécanistiques distinctesinternalisation des CPPs prédominent:
la voie de translocation directe indépendante &eetgie et la voie d'endocytose dépendante
de I'énergie (Fig.357°% ?*”* *® Les CPPs peuvent entrer dans les cellules ai$apar
I'endocytose et la translocation dire€td alors que les nanocomplexes CPP/oligonucléotide
utilisent principalement la voie d’endocytose. Le&sécanismes d'internalisation de

nanocomplexes CPP/acide nucléique, similaire &ethalisation du CPP seul, dépendent
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d'une multitude de facteurs tels que les propripi8sico-chimiques du peptide et du cargo,
de la concentration locale de peptides, de la caitipo de la membrane cellulaire et certains

facteurs expérimentadr® %%’

Figure 35) Mécanismes d'entrée de CPPs dans leslalgds cibles. Modifié d’apres Julia
Durzyinska et al, 2015°%. (A) Les mécanismes impliquant l'invagination deriambrane
cellulaire : 1) Phagocytose 2) Macropinocytose B)lécytose dépendante de la clathrine 4)
Endocytose dépendante de la cavéoline 5) Endocindgpendante de la clathrine ou de la
caveoline. (B) Mécanismes d’internalisation directe CPPs dans les cellules: 6) La
formation des pores, 7) L'amincissement de la mamdr8) Le modele micellaire inversé, 9)
le modéle de "carpet-like", 10) La translocatioredie.

* Voie de translocation directe indépendante de I'émgie
Plusieurs modeles de translocation directe de geptont été proposeés tels que le modele de
formation des pores, le modele micellaire inveteénodele de "carpet-like" et le modele

d'amincissement de la membraff Une caractéristique commune a la plupart de ces
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modeles est que les CPPs se lient d'abord a la raamizellulaire via des interactions
électrostatiques ou hydrophobes et induisent umstablifisation rapide ou prolongée de la
membrane, conduisant a l'entrée du CPP dans legeselLe coefficient d'internalisation est
relatif & la concentration du peptide, a la ségeqgmeptidique et a la composition lipidique
dans chaque modéle cellulaire.
Les peptides riches en arginine pénétrent danshabrane plasmique par la formation d'une
micelle inversée a l'intérieur de la bicouche ligig ***

* Voie d’endocytose dépendante de I'énergie
L'endocytose est un processus haturel qui se frddos toutes les cellules et se compose de
plusieurs voies y compris la phagocytose pour dgiigon de particules solides et la
pinocytose pour I'absorption de solutés et qui eome I'internalisation des CPPs le plus
souvent. La pinocytose inclue la macropinocytosaedocytose dépendante de la clathrine, de
la cavéoline ou I'endocytose indépendante de khrie et de la cavéoline.
La macropinocytose est associée au pliage vers lintérieur de laasarfexterne de la
membrane plasmique qui est dépendante de la dyeaatiqui conduit a la formation des
vésicules appelées les macropinosomes. Les maosmuires formées sont entourés par une
bicouche lipidique similaire a la membrane celldai
Dansl'endocytose médiée par un récepteuta clathrine ou la cavéoline couvrent la partie
intracellulaire de la membrane et sont nécessgioes l'invagination de la membrane et
aident a former des vésicules apres la liaisonadendlécule extracellulaire au récepteur
membranairé>* > De nombreux groupes ont proposé que les protéaggs a héparane
sulfate de la membrane cellulaire agissent comeserécepteurs pour I'absorption de CPPs
extra cellulairé®.
Toutes les voies endocytaires sont des procesquendénts de I'énergie et peuvent étre
inhibées a la fois a basse température et en mesks inhibiteurs de 'ATPase qui est un
élément essentiel dans la régulation du pH enddstfa
Des études physicochimiques récentes sur les nanpmberes CPP/ON ont montré que le
nanocomplexe PepFect14/siRNA contiennent une chatie négative. Cela va a I'encontre
des attentes pour les nanocomplexes avec des CRiBsiques qui pouvaient interagir
directement avec la membrane plasmique chargé imégeent. Finalement, Ezzat et al ont
suggéré que le mécanisme d'internalisation de steli@noparticules est meédié par les
récepteurs Scavenger Receptor Class SEARA) 2% Les récepteurs Scavenger sont
membres d'un groupe de récepteurs transmembrampiregconnaissent des lipoprotéines
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extracellulaires de faible densité et les macromoés anioniques et favorisent leurs

internalisations cellulaires.

E- Echappement endosomal
Puisque les nanocomplexes CPP/ON sont internglsésndocytose, dans une large mesure,
ils sont séquestrés dans le compartiment endolysalsd.a plupart des particules sont soit
dégradées ou expulsées par exocytose. Ainsi, keeotration efficace de molécules capables
d'exercer un effet biologique sur les processudotpigues des cellules ciblées est
considérablement inférieur a la dose administrde@etappement endosomal constitue donc
un axe majeur d’amélioration de I'efficacité densBection.
Selon le temps d'apparition des marqueurs endoegtales endosomes sont classés en
compartiments précoces ou tardifs. La maturatios dadosomes est définie par un
changement de pH intra-vésiculaire, de 6.0-6.5 dem®ndosomes précoces a 4.5-5.5 dans
les endosomes tardifs et les lysosomes (Fig®38)La maturation des endosomes est
également associée a une augmentation de la t@#lechangements dans la composition
ionique (par exemple augmentation de la conceantradiions Cl), un gain d’hydrolases et
une augmentation du nombre de vésicules intra-lal®sn (constituant des corps multi-

vésiculairesf®°

Figure 36) La route de I'endocytose médiée par ureécepteur, modifié d’apres Alexander
Sorkin and Mark vonZastrow, 20022%°. Les molécules endocytosées peuvent étre recyclées
a la membrane plasmique a partir des endosomesga®mu tardifs et, par conséquent,
participer a plusieurs cycles d'endocytose. Le mpirvesiculaire diminue le long de la voie
endocytaire, de pH 6.0-6.5 dans les endosomes qgaga pH 4.5-5.5 dans les endosomes
tardifs et les lysosomes. Les enzymes lysosomdl@Baetres molécules sont délivrées de
l'appareil de Golgi aux endosomes et a la membpemmique par la clathrine ou d'autres
types de transport de membrane.
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Plusieurs stratégies ont été développées pouritéaciléchappement endosomal. Les

hY

stratégies ressemblant a celles utilisées par iess,vcertaines plantes et des toxines
bactériennes %! 2% 283gnt été employées avec un certain succés. De®cmy réussies
incluent l'augmentation de la capacité dinteractaes peptides avec les membranes en
ajoutant des composés hydrophobes (par exempladees gras et le cholestérol), les
séquences peptidiques fusogenes dérivées de damamidsomolytiques de virus (par
exemple le domaine HA2 du virus Influenza Z&J, les entités photo-inductibl€§®%°° et

incorporation des agents interférant avec I'dmdiion des endosomes tout en favorisant

ﬁ67,268,196

I'effet d’éponge a proto (telle que la chloroquine avec une concentratievéee

>100uM ; Fig.37).

Figure 37) Favorisation d'effet d’éponge a proton pr les polyméres protonnables
modifié d’aprés Wanling Liang and Jenny K. W. Lam 2122%° (A) Les polyplexes entrent
dans la cellule par 'endocytose et sont piégés tkesmendosomes. (B) Les pompes a protons
ATPase liées a la membrane transferent activenemnipiotons dans les endosomes. Les
polymeres deviennent protonnés et résistent difetion des endosomes. (C) L'action de
pompage du proton est suivie par I'entrée passiemsdchlorures, l'augmentation de la
concentration ionique et donc l'afflux d'eau. Unespion osmotique élevée provoque le
gonflement et la rupture des endosomes, libéramtentenu dans le cytosol.
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Tableau 7) Exemples des modifications favorisantdchappement endosomal des CPPs et
d’ONs, modifié d’aprés Carmine Pasquale Cerrato 208.%"°.

F- Adressage ciblé de nanocomplexes CPP/oligonucléatid
La stratégie de transfert des acides nucléiquedepapeptides présente plusieurs avantages
tels quela facilité de synthese, la faible immuérogité, la biocompatibilité et la
biodégradabilitéin vivo. Pourtant le manque de spécificité d’adressage lagupourrait
limiter leur utilisationin vivo en raison de la toxicité qui pourrait étre exersée certains
tissus et la diminution de la biodisponibilité pdeitissu cible & cause de la dilution de I'effet
des nanocomplexes dans I'ensemble des tissuslaleseljui leurs sont accessibféd Une
solution face a ce probléme consiste soit a conceles CPPs conjugués a des ligands qui
favorisent des interactions spécifiques avec ldkiles ou tissus cibles, soit a utiliser la
stratégie de pro-médicament ou le CPP modifié estivéa par les conditions
environnementales (Enzymes, pH, etc.) du tissécibl
Pour avoir un ciblage tres spécifique, il est dassde conjuguer I'acide nucléique ou son
vecteur a un ligand comme un peptide qui recors@éctivement un récepteur a la surface
cellulaire. Idéalement, il faut cibler un récepteui posséde plusieurs caractéristiques : étre
exprimé essentiellement dans un seul tissu et tirfeeau, étre rapidement et efficacement
internalisé et enfin disposer de ligands de hatffieité. Pour finir, il est important que le
récepteur ciblé par le CPP soit co-exprimé simeltaent avec le géne intérét en particulier si

I'objectif est modifier I'épissage ou I'expressida géne.
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Compte tenu du grand nombre de CPPs identifiés jaureainsi que le grand nombre de
cellules et de tissus a transduire, il est impdsgie donner un résumé complet de tous les
véhicules peptidiques bifonctionnels désignés jlagsqurésent. Nous allons donc citer
brievement quelques exemples intéressants de CPénR®njugaison covalente avec des
peptides ou un anticorps spécifiques a certairmigipour qui les testes d'efficacité de
transfert d’acide nucléique ont été effectirégvo.

1-Dans une approche tres intéressakiemar et al ont utilisé un peptide dérivé d’'une
glycoprotéine du virus de la rage (RVG, Rabies ¥ir@lycoprotein) qui permet une
administration ciblée a travers la barriere hénetoéphalique pour atteindre le cerveau. Ce
peptide de 29 acides aminés reconnait spécifiquelmaacepteur de I'acétylcholine exprimé
par des cellules neuronales. Pour permettre lagtom d'un nanocomplexe avec un siRNA
ciblant le gene murin codant la Cu/Zn superoxydamdiase (SOD-1), ils ont, en outre,
synthétisé un peptide chimérique composé de laepBNWG et une partie CPP de type R9
(oligo-D-arginine). Ces nanocomplexes RVG-R9/siRdiA démontré une excellente aptitude
a induire linhibition de I'expression du géne dalescerveau lors d'une administration
systémique et par conséquent la protection desssoaomtre I'encéphalite virale mortelle. En
plus, I'administration répétée de nanocomplexes fRAGIRNA n'a pas induit des cytokines
inflammatoires ou des anticorps anti-peptidigt/és

2-Dans une étude ultérieur&umar et al ont utilisé un anticorps spécifique anti-CD7,
présent a la surface des lymphocytes T, lié a un R®. Dans plusieurs études de distribution
systémique effectuées dans un modéle murin humarti®, ils ont montré comment le
nanocomplexe formé avec des siRNAs ciblant diffésrg@nes importants pour l'infection par
le HIV étaient capable de contrdler la réplicatiorale, d’empécher la perte des cellules T
associées a linfection par le HIV et de réprimetivament la virémie chez les souris
humanisées infectéés’.

3- Gong C et alont exploré une approche d’adressage des acidéSiques dans les cellules
neuronales. lls ont désigné un peptide bifonctib\éG-R9 avec quatre résidus d’histidine
en tant que spacer entre le CPP 9R et le peptide. R¥ ont injecté le nanocomplexe RVG-
R9/pGL3 chez les souris via la veine de la queuenétmesuré dans de nombreux tissus
'expression de pGL3 a 24h, 48 H, 72 H et 120 Heaplinjection de nanocomplexes.
L'expression de luciférase médiée par le nanocompRVG-9R/pGL3 dans le cerveau a
atteint son niveau maximum a 72 H et elle a étéremB fois plus élevée par rapport a celle

du groupe de témoin (Plasmide pGL3 fff)
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4-Young-Wook Won et al >’ ont développé une méthode thérapeutique sirergguesser

et traiter I'obésité ainsi que les syndromes médiioes induits par I'obésité, dans un model
murin, en ciblant la prohibitine qui est une pro&iexprimée principalement dans la
membrane interne de mitochondrie et le cytoplasmeis est déplacée vers la membrane
cellulaire et le noyau dans des cellules adipomsgadifférenciées. Les auteurs ont couplé un
peptide court appelé "Adipocyte-Targeting Sequerasatc un CPP R9 (ATS-R9) ciblant la
prohibitine pour transfecter sélectivement les adyes matures.

Le FABP4 (Fatty-Acid-Binding Protein 4) est un cbhegn clé dans I'absorption des acides
gras et du stockage des lipides dans les adipodigemt donc adressé de fagon spécifique un
ShRNA inhibant I'expression dEABP4 via le peptide bifonctionnel ATS-R9 dans les
adipocytes matures. Le traitement des souris obesex le nanocomplexe ATS-R
9/shFABP4 a entrainé la régression du syndrome buokgae et la diminution du poids
corporel (>20%).

5-Dans un autre travail effectué paioung-Wook Won et al, le polymer cystamine
bisacrylamide-diaminohexane (CD) a été modiigr les peptides D-9-arginine et IMTP
ciblant le myocarde ischémique. IMTP-CD-R9 peut dose localiser au myocarde
ischémique et a une efficacité de transfection eméd due a la présence de 9R. Les auteurs
ont observé une localisation élevée d'IMTP-CD-R®V-Luci dans la zone ischémique du
ventricule gauche d'un modéle de rat d'ischémieffapion (I/R) lors d’'une administration
systémiquée’®.

6-Dans I'objectif de trouver un traitement pour lesudémies humaines, un immuno-
nanoplexe composé d’'un anticorps anti JL1, un ppite domaine extracellulaire de CD43
humain qui est exprimé dans les cellules des leig=aigués myéloides et lymphoides mais
pas dans les tissus sains a été développé paip&hgee YK. Cette équipe a montré que
limmuno-nanoplexe anti-JL1-R9/siRNA cible efficawent les cellules leucémiques

positives pour JL1 inoculés dans la moelle ossdasmuris’’.

G- Adressage subcellulaire des acides nucléiques

Adressage subcellulaire efficace de I'acide nuciéigst nécessaire afin d'obtenir son effet
thérapeutique maximal, comme par exemple le ciblaggéaire pour les oligoucléotides
antisens modifiant I'’épissage ou cytoplasmique pesisiRNA?".

Des CPPs avec des séquences de localisation macl@dlLS, Nuclear Localization
Sequences) ont été utilisés pour améliorer l'effiéade I'import nucléaire et faciliter la

localisation nucléaire des acides nucléicid_es NLS sont des petits peptides cationiques a
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base de lysine, arginine ou proline qui peuverg &connu par des membres de la famille des
Importins (les protéines de transport nucléairdynportin-a joue un réle important en raison
du fait qu'il se lie directement au signal NLS. ¢@mplexe est ensuite transloqué dans le
noyau par le biais des pores nucléaires via sdidixasuccessive a I'Importifi-et aux
nucléoporines. Ainsi, le NLS permet de passer lanbrane nucléaire et favorise donc la
translocation nucléairé®. La séquence NLS, PKKKRKYV, issue de I'antigénengrd du
virus simien 40 (SV40) est le plus connu et largen&udié dans le domaine de la thérapie
génique®®.

Récemment, le mécanisme d'absorption cellulair€®@Bs riches en lysine et arginine a été
décrit en montrant leur accumulation dans les noyel plus particulierement dans les
nucléoles. Il a été démontré qu’au moins six résigiiginine pour un CPP simple et quatre
résidus arginines pour un CPP combiné avec un NI 1sécessaires pour permettre une
accumulation dans le noy4tt.

Kadi-LiisVeimanet al ont montré que PepFectl4 @asion modifiée de stéaryl-TP10)
posseéde également la capacité de pénétrer darem@nmane nucléairé”.

H- Poly (oligo-D-arginine) avec ponts disulfures intamnes
La présence d'un groupement guanidinium dans lsglug arginines permet sa liaison
bidentée aux molécules chargées négativement arfacs cellulaire, par opposition aux
résidus lysines, qui donnent seulement une chaagtive par lintermédiaire de son
groupement ammoniufi”.
Young- Wook Won et al ont développé un CPP rédletiOA (reductible Poly-Arginine),
composé d'unités peptidiques Cys-(D-R9)-Cys reliéege elles par des ponts disulfures
entre les groupements cysteinyl et thiol du peptidepolymérisation du Cys-(D-R9)-Cys en
rPOA augmente la masse molaire, ainsi la staldé® nanocomplexes dans des conditions
extracellulaires et diminue sa cytotoxicité daesdace cytoplasmique par une dégradation
rapide puisque le rPOA peut se fragmenter en CyRYPCys dans des environnements
cellulaires réduits tels que le cytosol, les endupet les lysosomes. Bien que le mécanisme
exact de la distribution subcellulaire de rPOA hjess completement élucidé, on suppose que
la concentration de glutathion contrble le nivedoxydoréduction dans les différents
compartiments et peut moduler la stabilité de rP&@Alonc la libération d'acide nucléique
dans le cytosol et son orientation vers le noyau.
Dans un travail effectué par Young- Wook Won etral010, le transfert d’ADN codant pour

luciférase a été realisén vivo, dans le poumon par I'administration intratrachédien
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polyplex d’ADN/poly (oligo-d-arginine). Les autewrat réussi a montrer que I'expression de
luciférase dans ce tissu est d'environ dix foisspklevé par rapport au polyplex
ADN/polyéthylénimine. En plus d’'une expression génée élevée, le rPOA a présernte

85 Quatre ans plus tard, la

vivo un effet prolongé de I'expression du géne jusguaurs
méme équipe a testé avec succes le peptide rPOIgeEna ATS pour effectuer un

adressage ciblié vivo dans les adipocytes matures (voir paragraphepage 77f"°.

I- PepFectl4
PepFect 14 (PF14) est une version modifiée et agend’un CPP développé précédemment
par I'équipe d’Ulo Langel, le Stéaryl-transportar($@aryl- TP10). Les auteurs ont remplacé
des acides aminées lysines et isoleucine par ddesaaminées ornithines et leucines. Ces
modifications améliorent la formation de complexagec les oligonucléotides. De plus,
I'ornithine, un acide aminé non-protéinogéniqué,eeins sensible a des protéases sériques,
et limite donc la dégradation du peptide dans tarséLa présence du groupement stéaryl a
I'extrémité N-terminale de PepFect 14 améliore fbis sa capacité de complexation avec des
oligonucléotides et son échappement endosomait ihgéressant de noter que PepFect 14 est
un vecteur tres efficace pour transfecter de nombeides nucléiques et les molécules a
base d'oligonucléotide comprenant les SSOs, lesNSiRt les pDNAs dans des cellules
réputées difficiles & transfectéf2°% 283
Ulo Langel a montré que PepFect 14 peut étre fa¥rauéc un SSO en présence de différents
excipients pharmaceutiques et dessisppiés forme solide et réutilisé plusieurs mois péud
avec une activité maintenue, ce qui indique qu@dptide pourrait étre utilisé pour une
administration oralé® >
Les études d'internalisation des nanocomplexes &&p&/oligonucléotide liés entre eux par
des liaisons non covalentes ont montré que lepréagrs scavenger de classe A (SCARA) et
'endocytose médiée par des cavéoles sont les ywiasipales de linternalisation de ces
nanocomplexes. Lorsque SCARA est inhibé ou ests-sgprimé par un SiRNA,
l'internalisation du nanocomplexe est bloquée. haapement endosomal du nanocomplexe
PepFectl4/oligonucléotide n'est pas encore biermpase mais I'utilisation des stratégies qui
favorisent I'échappement endosomal tel que la cobation du nanocomplexe avec la
chloroquine en tant qu’'un agent endosomolytiquaugmenté I'efficacité de transfection. En
raison de probléme de toxicité liée aux additifdasomolytiques, leur utilisation est limitée

aux applicationsn vitro.
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Il a été montré que des nanoparticules PepFectH&8aient capables d'induire efficacement
la correction d’épissage vitro, méme en présence de sérum, dans un modele relldéala
DMD : les myotubes mdx de la souris. Une correcti@pissage de plus de 60% est observée
des 8 H apres la transfection. Cela démontre que,dépit d'étre tres stable, les
nanocomplexes sont rapidement dissociés a l'intédes cellules. Cependant, la diminution
de la correction d’épissage a eu lieu dés 48 Hsdpréransfection quand la concentration en
nanocomplexes diminue en raison de leur dégradatide la division cellulaire.

Enfin, pour souligner le potentiel du PepFectl4art que véhicule de transfert de gene, ils
ont montré que ce peptide permet également unsféeion efficace des cellules primaires
tel que les cellules MEF (les fibroblastes embryores de souris) et mES (les cellules
souches embryonnaires de souris), en plus desbgie cellules adhérent&s 2°8 287

J- Peptides ciblant RTf1 humain
Puisque le RTfl est exprimé de maniére ubiquitairesurexprimé dans de nombreuses
cellules tumorales, des cellules capillaires enél@tes du cerveau et des cellules érythroides,
il est une cible intéressante pour les maladiesotales, le systeme nerveux central et les
maladies érythroidedh I'neure actuelle, les scientifiques ont réusseléer de nombreuses
molécules thérapeutiques au ligand naturel du Ritithain, la Tf, et ils ont obtenu des
résultats encourageants en oncologie et les malatliesystéme nerveux centf&f 239
Cependant, la forte concentration de Tf endogensoetpoids molaire relativement élevé
dans le sang, rendent cette molécule difficile g@laboration de systemes d'administration
de médicaments®,
Afin d'identifier des peptides ciblant le RTfl humda méthodologie de phage display a été
largement utilisée. Le phage display est une teglmnide sélection permettant d'étudier
les interactions protéine-protéine, protéine-pepétprotéine-ADN en utilisant des bactério-
phages (les virus qui infectent les bactéries) palier les protéines aux informations
génétique qui les codent. Dans cette techniqugene codant pour une protéine d'intérét est
inséré dans un géne codant pour la protéine deppelde phage, ce qui entraine I'expression
de protéine d'intérét a la surface du phage. Ceggshpeuvent ensuite étre ciblés contre
autres protéines, peptides ou séquences d'ADNgdaftnouver les interactions possible entre
la protéine exprimée et ces autres moléctites
A ce jour, différents peptides ciblant le RTf1 humavec une forte affinité ont été trouvés
par la méthodologie du phage display (Tableau 8).
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NOM séquence référence
P1 HAIYPRH 290
P2 THRPPMWSPVWP 290
B2 GHKVKRPKG 292
B6 GHKAKGPRK 292
B18 SPRPRHTLRLSL 293

Tableau 8) Peptides ciblant le RTf1 humain.

Il a été demontre, par les expériences de comm@titju’il n’existe pas des compétitions
significatives entre la Tf et le peptide P1 ou faeflle peptide P2 pour cibler le RTf1 humain
et ils se lient tous a des sites distincts suréoepteur. Il est donc intéressent d’utiliser ces
peptides pour un adressage spécifique de RTfl myreaiparticulier dans les cas ou il n'est

pas souhaitable de perturber le transfert du fietapaf >°°.
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V/ OBJECTIF DU PROJET

Dans la perspective d’un traitemeéntvivo chez 'homme, il est impossible d’utiliser par @oi
systémique I'ASO-V1 nu qui présente une clairanémale élevée, nécessitant des
concentrations importantes de molécules thérapsmgigavec un risque de toxicité
considérable. Il est donc essentiel d’adresseradentf ciblée I'oligonucléotide antisens aux
cellules érythroides médullaires afin de diminuar cencentration et par conséquent les
risques liés a sa toxicité. Cela permettra égalérd@ugmenter I'efficacité du traitement.
Afin d’'optimiser I'adressage de l'oligonucléotidentssens aux cellules érythroides, nous
avons proposé de cibler le RTfl qui est expriméefoent a la surface des progéniteurs
erythroides. Le RTf1 permet d’internaliser le fand toutes les cellules de I'organisme. Le
fer est indispensable au métabolisme de 'hemeestdtusters fer-soufre. Les progéniteurs
érythroides sont des cellules de I'organisme gpriment le plus haut niveau du RTfl dont
'expression débute juste avant celle de la FECkalu'érythropoiese. La liaison de I'holo-
transferrine a son récepteur induit son interntidieadans des vésicules endosomales.

Ce projet a comme objectif la conception ratiormelé véhicules peptidiques ciblant RTf1
pour adresser 'ASO-V1 aux érythroblastes en mtdurgfigure 38). Plusieurs peptides qui
lient avec une forte affinité le RTf1 humain sogjaldisponibles dans la littérature. Un des
avantages principaux de certains de ces peptiddalesence d’interférence avec le site de
liaison de la Tf sur RTfl. Cependant, lorsqu’ASO-&fitre dans les cellules par endocytose
du RTf1, il sera piégé dans la vésicule endosonkaar surmonter ce probleme, nous avons
développé des peptides bi-fonctionnels a partirsggsiences peptidiques ciblant le RTf1 tout
en les ajoutant des séquences CPP qui faciliteiotri@ation du nanocomplexe et la sortie de
’ASO-V1 de la vésicule endosomale. Les liaisongeeges peptides et TASO-V1 sont des
liaisons non covalentes, ce qui augmente la biodigdité de I'oligonucléotide antisens.

Deux CPPs différents ont été utilisés dans ce prbim est un CPP cationique formé de 9
résidus d’arginine (rPOA) qui favorise la formatide pores dans des bicouches lipidiques et
facilite les interactions électrostatiques entrepéptide chargé positivement et 'ADN de
charge négative. L'autre est PepFectl4 qui est BR 8ydrophobe constitué de 22 acides
aminés et qui posséde un groupement stéaryl endbgiogne a I'extrémité N-ter. Le
pepFectl4 contient également une charge netteiveosiui lui permettra d’avoir des
interactions électrostatiques avec 'ASO-V1. Enttowus avons fait synthétiser dix peptides
bifonctionnels avec cinq séquences différentesantdRTf1 conjugués chacun a deux types de
CPP.
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Figure 38) La stratégie d'adressage d’ASO-V1 aux p@mgéniteurs eérythroides Les
peptides bi-fonctionnels sont composés de deuiepatine partie CPP et une partie ciblant le
RTfl. Les charges négatives de I'ASO-V1 lui perewt d’avoir des interactions
électrostatiques avec le peptide bifonctionnel lkdarge positive. Une fois que le complexe
CPP-RTf1/ASO-V1 est formé, il peut étre internaltns les cellules par endocytose du
RTfl. Grace aux caractéristigues endosomolytiquespeptide bi-fonctionnel, 'ASO-V1
s’échappe de la vésicule endosomale. Une foisé&eatdns le noyau, 'ASO-V1 reconnait
I’ARNmM pré-messagdfECH et corrige 'anomalie d’épissage.

Dans un premiére temps, par une approchro, nous avons déterminé le meilleur ratio de
charge entre le peptide (+) et l'oligonucléotidg¢ én évaluant directement l'effet sur
I'épissage exon3-exon4 du geéRECH. Nous avons également montré I'effet prolongéade |
correction d’épissage par les nanocomplexes justOaH aprés la transfection. Nous avons
ensuite montré avec différents nanocomplexes CPR/RTO-V1 que la quantité d’ARN
FECH WT a été augmentée dans des LBCLs issues de BafBE. Nous avons observé une
redirection efficace de I'épissage a partir de 48ustju’a 120 H apres la transfection des
nanocomplexes dans des progéniteurs érythroideg-€Ba différenciation érythroide d’'un
porteur de l'allele hypomorphe. Finalement, nousngvmontréex vivo, dans les progéniteurs
CD34+ en difféerenciation érythroide des patient& Pfansfectés par CPP-RTf1/ASO-V1,
une augmentation d’ARNFECH WT et la diminution significative de la surprodoct de
PPIX.
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CHAPITRE Il: MATERIELS ET MEHODES

1-Syntheése des peptides et des oligonucléotides aatis

Les peptides utilisés dans ce travail ont été fiss par la société Mimotops avec une
pureté de 95%, évaluée via la chromatographie esepmverse. Tous les peptides nous ont
ete fournis sous forme d’aliquots de 5 x 1 mg estddubilité de chaque séquence a été
évaluée.

Les peptides avec une partie CPP 9R (C-rrrrrrrrre@ntiennent deux cystéines aux

extrémités N-Ter et C-Ter permettant d’avoir undyp@risation entre les peptides par

linteraction des cystéines formant des ponts fises (peptide rPOA, déja expliqué au

chapitre précédent page 79). Pour ces derniergriatuits de poids moléculaire les plus

élevés ont été séparés apres la polymérisatiofiltpation sur gel.

Nous avons en tout dix peptides combinant deux €&PHigands RTf1 différents :

1- Les peptides bifonctionnels composés du CPP 9Rsqui conjugués de maniere
covalente a cing séquences peptidiques différetitdant chacune le RTfl humain
(les ligands RTf1).

2- Les peptides bifonctionnels composés du CPP PepFec(Stéaryle-
AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL) qui ont un groupement stégt N-Ter et sont
également conjugués de maniére covalente auxigagds RTf1 humain.

Pour les études d’internalisation et la distribatgubcellulaire des peptides, le ligand RTfl
humain P1 (HAIYPRH) et CPP 9R ont été conjuguéshadamine B et le peptide bi-
fonctionnel P1-9R (C-HAIYPRHIrrrrrrrrr-C) a été cogué a FITC.

Les oligonucléotides antisens de type "Locked Naclécid", LNA-ASO-V1 (5'
TTTTGTAAAGAGTCCGACG 3'), couvrant la position -486le I'intron 3 du genEECH

193 et la séquence LNA-ASO-Mock (5 ATAAAAAAGAAAAAA 3! couvrant la position -
71-85 de lintron 3 du geneECH, ont été achetées chez Eurogentec. Le LNA-ASO411 e
complémentaire d'une séquence qui couvre le polyhieme ¢.315-48C et le site accepteur
cryptigue d’épissage et ainsi réduit l'inclusion liietron 3 et favorise l'utilisation du site
accepteur d’épissage physiologique de la jonctitnon3-exon4.

Pour les études d’internalisation et la distribmitsubcellulaire de I'oligonucléotide antisens,

LNA-ASO-V1 a été conjugué a une molécule d’Alexafl%94.
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N° Peptide ID Length Sequence MW Charge
1 |9R 11 CrrrrrrreC 1629.99 9
2 | P19R 16 C-HAIYPRHrrrrrir -C 2298.71 10
3 P2-9R 21 C-THRPPMWSPVWPrrrrrrrir-C 2896.45 10
4 | B29R 18 C-GHKVKRPKGrrrrrrT-C 2411.91 13
5 | B6-9R 18 C-GHKAKGPRKrrrrrr-C 2383.86 13
6 | B18-9R 21 C-SPRPRHTLRLSLrrrrrrrr-C 2838.39 12
7 9R-Rhodamine B 9 crrrrrrrrC 2168.7

8 | P1-9R-FITC 7 HAIYPRH 1318.6

9 | P1-Rhodamine B 16 C-HAIYPRHTrrrrirm-C 3007.6 10
10 | PepFectl4 21 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL 2407.2 5
11 | P1-PepFectl4 28 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLHAIYPRH 3282.2 6
12 | P2-PepFectl4 33 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLTHRPPMWSPP 3879.94 6
13 | B2-PepFectl4 30 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLGHKVKRPKG 8395.41 9
14 | B6-PepFectl4 30 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLGHKAKGPRK 3367.35 9
15 | B18-PepFectl4 33 | Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLSPRPRHTLRLSL 3821.85 8

Tableau 9) Liste des peptides ligands RTf1 +/- CPP.

Les CPPs utilisés dans ce projet de thése sontlesilCPPs de type 9R (C-rrrrrrrrr-C) soit
PepFectl4 (AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL). Les poids molétaires des peptides avec la
séquence CPP 9R indiquent les poids moléculairepeatides avant la polymérisation.

2-Culture cellulaire

e- Lignée UT7-Epo
Les cellules UT7, hétérozygote pour l'allele hypopie ¢.315-48C, proviennent d’un patient
souffrant de leucémie meégacaryoblastique chroniglles expriment fortement le récepteur
de la transferrine a leur surface en particuliessiémation de carence en sérum. Nous avons
utilisé la version de cette lignée dépendanterstiitopoiétine (EPO) pour sa croissance et
survie en culture et pour maintenir ses caraciguss érythroides. La culture se fait en milieu
oaMEM, supplémenté avec 1% de L-glutamine 200 mM, dé& mélange d’antibiotiques
(pénicilline (10.000 Ul/ml)/ streptomycine (10.0Q8/ml)) et 10% du sérum de veau feoetal
(SVF) dans des conditions normales de culture le@lu (5% de CO2 et 37°C). Elles sont
diluées deux fois par semaine par une dilution/a0 tlans un milieaMEM avec 2 Ul/ml de
'EPO.

f- Lignées lymphoblastoides (LBCL)
Les lignées lymphoblastoides sont des lymphocytésss d’'un patient PPE (ll11) et d'un
porteur asymptomatique (1) immortalisés par lausviEpstein-Barr. Les cellules utilisées
appartiennent a une méme famille PPE décrite dapédigrée (Fig.39). Ces cellules nous ont

ete fournies par la banque de cellules de I'hép@alchin et proviennent du CRMR
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Porphyries. Les sujets 111 et 112 présentent degnes classiques de PPE avec une
photosensibilité cutanée dés I'enfance. Chez cgetssle niveau de PPIX érythrocytaire est
augmenté et l'activité FECH lymphocytaire est réeluLes sujets 11 et 113 sont porteurs

asymptomatique de la mutati®ECH délétére avec un niveau de PPIX érythrocytairenabr

et une activité FECH a ~ 50% de la normale.

I 1 2
FC=3‘3‘ FC=6
M|+ + |+
TIT TIC

[]1 2 3
FC=17 FC=1 FC=33
M|+ M|+ M|+
TIC TIC TIT

Figure 39) Pédigrée de la famille PPE.

M indigue la mutationFECH délétére c.709delTT indique l'allele 315 48TC indique
l'alléle 315-48C.+ indique l'alléle sauvage-C indique I'activité FECH lymphocytaire en
Nmol de Zn-mésoporphyrine formé a 37 °C/mg de jmetéeure.

Le génotype de sujet 11 : FECH délétere hétéroreygr? 709delT + ¢.315-48T/T.

Le génotype de sujet 111: FECH délétere hétéroaygal7 709delT + ¢.315-48C/T.

Les cellules sont cultivées dans du milieu Roswalk Memorial Institute (RPMI 1640) avec
10% du SVF, 2% L-glutamine 200 mM, 1% 1M HEPES (ft8) et un mélange
d’antibiotiques constitué de pénicilline/streptommgca 1%. Elles sont diluées au demi deux

fois par semaine dans des conditions normalesldeegellulaire.

g- Les Fibroblastes
Les cultures primaires de fibroblastes humainelégs a partir d'un sujet contrdle non
porphyrigue, nous ont été fournies par Pr CatheBioideau, de I'lnserm U1148, laboratoire
de recherche vasculaire translationelle. Les filagibs sont cultivées dans du milieu
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) complet plggmenté avec 10% du SVF et un
mélange d’antibiotiques constitué de pénicillinejstomycine a 1%. Les cellules ont été
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incubées a 37 °C et 5% de CO2. Les cellules spitjuéesine fois par semainen utilisant
un mélange de trypsin-EDTA (0.05% de trypsin eiNl EDTA).

h- Cellules primaires de progéniteurs érythroides a pdir de cellules CD34

périphériques

Trois patients atteints de PPE (sujets A, B etu@)porteur asymptomatique (sujet D) et des

témoins ont été prélevés pour nos étudesvivo. Les patients sont suivis au CRMR

Porphyries.
PPIX érythrocytaire Activité FECH
NOM Génotype pmol/LGR Nmol g:if/?]—Zn/mg
N<19 N=5 +-15
Sujet A | FECH délétére hétérozygote C.170_171 del AA/c.315 48C/ 96 2
Sujet B | FECH délétére hétérozygote C.479 A > G/c.315 48C/T 50 1.2
Sujet C | En cours 79 1.4
Sujet D | FECH WT+c.315 48C/T 15 4.9

Tableau 10) Caractéristique clinique et biologiquades patients PPE et du sujet control porteur

de l'allele hypomorphe. L’activité enzymatique FECH a été déterminée pdwaqeie patient
par une méthode fluorimétrique par la mesure deatsformation de Mésoporphyrine ef’Zn
en Mésoporphyrine-Zn qui est une molécule fluonesxele taux de PPIX érythrocytaire a
été évalué par la fluorimétrie aprés hémolyse #raetion des porphyrines. Les mesures sont
faites sur un Spectrofluorimetre SHIMADZU RF540.

Dans un premier temps, les cellules mononucléainas été isolées a partir du sang

périphérique (60 ml) par gradient de Ficoll (LSMyA°Laboratories). Ensuite, les CD3dnt

été purifiées grace a l'utilisation de billes matipmées cotées par un anticorps CD34 (kit

CD34" Micro Bead isolation, Miltenyi Biotech). Les CD34nt été finalement cultivés dans

du milieu IMDM + GlutaMax contenant le plasma (Hum&eripheral Blood Plasma,

Stemcell Technologies), le sérum AB (Human SerunpelAB (male), Sigma-Aldrich),

insuline (Sigma-Aldrich),

I'holo-transferrine Inoain (Sigma-Aldrich), I'héparine (Sigma-

Aldrich), le SCF humain (Miltenyi Biotec), I'lL-3§tem Cell Technologies), 'lEPO (Janssen-
Cilag) et la pénicilline/streptomycine.
Ce protocole se divise en quatre étapes princip@lesl6/J6-J10/J10-J14/3J14-321) et les
concentrations de certains réactifs varient seifférdnts phases du protocole (Tableau 11).

Le nombre des cellules a été normalisé tout au thngrotocole a 200 000 cellules/ml. Elles
ont été incubées a 37 °C eta 5 % de CO2.
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Milieu des jours 0 & 6

Elément Concentration finale
AB sérum 3%
Plasma 2%

Insuline 10 pg/ml
Héparine 3 U/ml
Transferrine 200 pg/ml

SCF 10 ng/ml

IL-3 1 ng/ml

EPO 3 U/ml
Pénicilline/Stréptomycine 1X

Milieu des jours 7 a4 10

Elément Concentration finale
AB sérum 3%
Plasma 2%

Insuline 10 pg/ml
Héparine 3 U/ml
Transferrine 200 pg/ml

SCF 10 ng/ml
EPO 1 U/ml
Pénicilline/Stréptomycine 1X

Milieu des jours 11 & 14

Elément Concentration finale
AB sérum 3%
Plasma 2%

Insuline 10 pg/ml
Héparine 3 U/ml
Transferrine 1 mg/mi

EPO 0.1 U/ml
Pénicilline/Stréptomycine 1X

Milieu des jours 15 a 21

Elément Concentration finale
AB sérum 3%
Plasma 2%

Insuline 10 pg/ml
Héparine 3 U/ml
Transferrine 1 mg/mi

Pénicilline/Stréptomycine 1X

Tableau 11) Protocole de préparation du milieu deuture des CD34+ en fonction des

jours de culture.
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3-Expression de RTfl (CD71) dans différentes lignéecellulaires

L’expression de CD71 a été mesurée dans diffétgmses cellulaires a I'aide du cytometrie
de flux (CMF) BD LSR Fortessa (Becton dickinson,A)SL’analyse au Cytometre a été
effectuée avec 100 000 cellules. Les cellules thia¥ées 2 fois en PBS-SVF 2% avec une
centrifugation rapide (1 minute, a 1800 g) entraqule lavage et elles ont été remises en
suspension. Puis elles ont été incubées 25 midukesC avec un anticorps CD71-FITC a
1/100 (Beckman Coulter). Ensuite les cellules aét lavées deux fois en PBS-SVF 2%.
Enfin, elles ont été diluées dans 300 ul de tanmgICMF et ont été transvasées dans des
tubes de 5 ml en polystyrene. Les fibroblastestnfiltrés par un tamis de 0.40 uM avant de
passer au CMF. Le tampon de CMF est composé de ORBS8laN3 0.02%, SVF 1%. Les
données de l'analyse sont enregistrées par leidbgdD FACS Diva et traitées avec le

logiciel FlowJo.

4- Etude de transfectionin vitro des nanocomplexes ligands RTf1-CPP/ASO-V1

L’effet des nanocomplexes " ligands RTf1-CPP 9R/A&D ou " ligands RTf1-CPP

PepFect14/ASO-V1", par rapport aux nanocomplexkgahds RTf1-CPP 9R/ASO-Mock "

ou " ligands RTf1-CPP PepFectl4/ASO-Mock ", a étale dans les cellules LBCLs et
UT7-Epo, en mesurant I'efficacité de correctiopidgage de I'intron 3 du geR&CH.

f- Formation des nanocomplexes peptides/ASOs
Dans un premier temps, la charge de surface deuehpeptide (Tableau 9) a été calculée
d’apres la formule suivante :

Charge de surface de peptide (A) = (tng)-(Np+ng)

La charge de surface de LNA-ASO-V1 avec 19 nudiiéstiest de -19. A partir de ces
données, les ratios ont été calculés en ratio degehentre le peptide et 'ASO-V1. La
concentration fixe d’ASO-V1 est 428 nM finale. Leptide et TASO-V1 ont été incubés
ensemble dans de I'eau distillée pendant 1 H aédeatyre ambiante.

Pour calculer un ratio de charge la formule suiganété utilisée:

: La charge du peptide

: La charge d’ASO

: Le ratio de charge envisage

. Le facteur multiplicatif

: La concentration finale d’ASO

mM m OO O @ >

: La concentration finale de peptide
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Et
F=DxE

Par exemple, pour le peptide P1-9R qui a été sauutdisé dans nos études, la charge de
surface de peptideA( est de +10. Pour calculer le ratio de charGg % :1, Le facteur
multiplicatif (D) est 9.5.

Puisqu’on transfecte les cellules avec 'ASO-V128@M (E), la concentration finale de

peptide(E) est donc 4 uM.

g- Transfection des cellules par les nanocomplexes Rigle/oligonucléotides
Les cellules LBCLs et UT7-Epo ont été transfectgasdifférents nanocomplexes et ont été
incubées a 37 °C pendant 48 H. Afin d’analyser il2ét@que de I'effet correcteur des
nanocomplexes sur I'épissage, les cellules onineidbées en présence de nanocomplexes
jusqu'a 120 H apreés la transfection.
Pour les expériences évaluées par PCR qualitativgp@rmet d’évaluer I'épissage exon3-
exon4, I'émétine, un bloqueur de la traductiontéaagoutée a une concentration finale de 30
MM, vingt quatre heures avant I'extraction de I'ARNur bloquer la dégradation par NMD
des ARNSs utilisant le site cryptiqgue exon3-exongadsédant un codon stop prématuré.
L'ARN total a été extrait en utilisant une méthaale thiocyanate de guanidium (RNA-
PLUS™, MP Biomedecines). La quantité totale d’ARbdiate ainsi que la pureté des
échantillons ont été mesurées au spectrophotorfiddreodrop Thermo Scientific) a 230, 260
et 280 nm.

h- Transcription reverse
La transcription reverse a été faite avec le kie First Strand cDNA Synthesis Kit with
dsDNase (Thermo Scientific) a partir de 500 ng g d|ARN total extrait, selon le protocole

du fabricant.

i- PCR qualitative
Pour la PCR qualitative, des amorces spécifiquesaimes ciblant les exons 3 et 4 du gene
FECH, ont été utilisées :

Amorce sens: FECH E3 GA'S 5 TGGACCGAGC TCATGACAZ
Amorce antisens: FECH_E4 CT_AS 5 AGT CCA TAT CBAT GGG GGAT 3
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Les PCR sont faites avec le mixte suivant pouralanae final de 1%l : 7.5 ul de buffer Go
Tag G2 Hot start (Promega), Qubde chaque amorce a i et 1.5ul d'eau stérile. 1Ql de
mixte est mélangé aveaqdbd'ADNC.
Le programme de PCR est 3 mn a 95 °C, 35 cycleséatapes : 30 s a 95 °C, 30 s a 62 °C et
20sa72°C,5mna72°Cetfina4°C.
Les produits PCR ont été analysés par I'électragg®sur un gel d'agarose a 3%, et la densité
des bandes de PCR a été mesurée en utilisanti¢téeldgnage J. Les résultats ont été calculés
sous la forme du rapport de l'intensité de la bapiesée de maniere aberrante sur l'intensité
des bandes épissées correctement et de manierarabéARNmM anormal/ARNm total).

]- PCR guantitative
Pour les expériences analysées par PCR quantjtidtivg a pas d’émétine ajoutée au milieu
de culture.
Des amorceBECH spécifiques pour 'humain ont été utilisées :

FECH_E1_S1: 5 GCGTCCTGCTCCGCGATCC 3'
FECH_E2_AS1: 5TTCTGTGGTGACGGCCGCTG 3

Pour la normalisation, les genes de référdthd et HPRT1 ont été utilisés.

hB2M.S: 5 TGC TGT CTC CAT GTT TGATGT ATC T 3'
hB2M.AS: 5' TCT CTG CTC CCC ACC TCT AAG T 3

hHPRT1.S: 5 TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA 3
hHPRT1.AS: 5 GGT CCT TTT CAC CAG CAAGCT 3

La PCR quantitative a été réalisée par un mixte puz@ de 10 pL de solution buffer
d’Abgene 10 x (Absolute Blue gPCR SYBR GREEN Kihefmo Scientific) mélangé avec 5
ul d'ADNc, 1 pl de chaque amorce sens et antisens gt @eau stérile pour un volume
réactionnel final de 20l.

Le programme est lancé sur une machine Light Cgclé80 Il (Roche) aux conditions
suivantes : 15 mn a 95 °C, 40 cycles de 3 étafifss:a 95 °C,30sa 60 °C et 30 s a72 °C.
L’exploitation des résultats est faite sous ledagiLight Cyclef’ 480 SW 1.5.

Les quantités d’ARN sont mesurées a partir d'unerlm® de titration obtenue aprées
amplification d'un cDNA témoins dilué de % en Y% du& 1/16™ Les dosages d’ARN
FECH cible sont normalisés par la moyenne géométrig@seqdantités mesurées sur les genes
de référenceBlPRT1 et B2M.
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Les statistiques (moyennes et écarts-types) onfagés entre les valeurs obtenues pour six
expériences différentes pour chaque nanocomplere das étudem vitro et six réplicas
intra-séries dans des étudesvivo. Le test Mann Whitney a été utilisé pour calcubs
significativités des différences obtenues entrecawditions contrdles (non-transfecté) et les

autres conditions.

5- Etude de transfectionex vivodes nanocomplexes ligands RTf1-CPP/ASO-V1 dans des
progéniteurs érythroides a partir des cellules CD34

Le protocole de culture primaire de progéniteutttéoides a partir des cellules CD3dst
déja expligué dans le Paragraphe 2-d, page 88célkdes érythroides primaires venant de
différents sujets (Tableau 10) ont été transfectted/ (pour le sujet porteur de l'allele
hypomorphe) et a J9 (pour les patients PPE) autdébula différenciation érythroide
terminale quand le géneECH est exprimé a haut niveau. L'ARN total a été éxi#a H
apres la transfection a J12. Afin d’analyser laétique de l'effet correcteur des
nanocomplexes sur I'épissage, les cellules oningtébées en présence de nanocomplexes
jusqu'a 120 H apreés la transfection.

La PCR qualitative FECH exon3-exon4 des cellules érythroides primairemped’évaluer

la correction de I'épissage exon3-exon4.

La PCR quantitative FECH exonl-exon2 des cellules érythroides primairesnperde
mesurer I'augmentation de TARRECH WT.

a- Mesure de la PPIX intracellulaire
Les cellules ont été centrifugées a 1800 g penbamnute et ont été lavées deux fois dans de
tampon de CMF. Apres le deuxieme lavage, les cuptsté re-suspendus dans 300 pL du
tampon de CMF et transvasés dans des tubes deeb palystyrene. Les expériences ont éte
réalisées a l'abri de la lumiere. La mesure de RéXPest réalisée par cytometrie en flux.
L’excitation de la PPIX a lieu & 405 nm et 'ém@siest & 630 nm, ce qui permet |'utilisation
d'un filtre a 670 +/- 20 et un filtre a 610 +/- Xur l'appareil BD LSR Fortessa pour la
détection de la fluorescence naturelle de la PRB procédure de gating et le réglage du
voltage a eu lieu avec les cellules progéniteur ®iTdifférenciation au méme stade des
cellules malades. Le voltage de FSC (Forward Sgattencernant la taille et celui de SSC
(side Scatter) concernant la granulosité ont étdifies de telle sorte que I'ensemble de la
population soit située au milieu de la fenétre’iatdgralité des cellules ont été choisie. Le

gate des cellules WT a été ensuite appliqué psurdiules des patients.
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b- Etude de marquage phénotypique
Les marquages phénotypiques des cellules éryttwofmtemaires ont été étudiés par
cytométrie en flux a J12. Les cellules ont été égvet mises en suspension dans du tampon de
CMF. Elles ont été ensuite incubées 30 mn a 4 °€c des anticorps CD34-PE 1/100
(Beckman Coulter), CD36-FITC 1/100 (Beckman Coyjt&D71-FITC 1/100 (Beckman
Coulter) et GPA-PE 1/50 (Invitrogen). Les cellua#t été ensuite lavées deux fois dans du
tampon PBS-SVF 2 % et diluées dans 300 pl de tardpcCMF.

c- Etude de la morphologie des cellules au cours dedi#férenciation érythroide
La morphologie cellulaire a été étudiee a J12 &rpde 100 000 cellules par condition. Les
cellules ont été lavées deux fois dans du PBS-&iispendues dans 100 pL du PBS. Elles ont
été étalées sur les lames a l'aide d’'une centnifsgeCytospin a une vitesse de 300 rpm
pendant 3 minutes. Aprés une coloration MGG (Mayr@rald-Giemsa), les cellules ont été

observées par la microscopie optique avec un gseEsient 100 X.

d- Test de proliferation
Le nombre des cellules érythroides primaires adétérminé tous les deux jours aprés une
coloration au bleu trypan 0.04 % et en utilisantcompteur de cellules automatique (Bio-
Rad). Les cellules ont été maintenues a un noxtpesalent de 200 000 cellules/ml tout au

long du protocole.

6- Détermination de la taille de nanocomplexe P1-9RS0O-V1

Une méthode physico-chimique couramment utilisae goudier la formation non covalente
des conjugués CPP/ON est la diffusion dynamiquemére (DLS) qui permet de mesurer
la taille hydrodynamique des nanocomplexes forma&ssdun liquide. La DLS est une
technique spectroscopique qui mesure les fluctositie I'intensité de la diffusion lumineuse
en fonction des échelles de temps. Ces fluctuasoms dues au mouvement brownien des
particules diffusantes. Lorsque la lumiere d'ueldadteint des petites particules dans une
micro-cuvette, la lumiére diffuse dans toutes lesations. On peut mesurer l'intensité de la
lumiére diffusée par les particules a un angle ickémé (90° typiquement) au cours du temps.
L'échelle temporelle des fluctuations de diffusiest directement liee au coefficient de
translation des particules diffusantes dans leasvqui a son tour est lié au diametre
hydrodynamique des nanoparticules.

Les tailles hydrodynamiques des nanocomplexes PASB-V1 ont été mesurées par un
appareil DynaPro (Wyatt) qui appartient a Stéph&hNET (laboratoire IMPMC, Jussieu).
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Dans les analyses par DLS dans de l'eau, la tdédke nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 sont
mesurées a différents ratios de charge, en patdint’'une concentration fixe d’ASO-V1 et
en ajoutant le peptide a différentes quantités pbtenir trois ratios de charge différents 1 :1,
3:1 et 6:1, et l'autre en partant du peptide a concentration fixe sur lequel nous avons
ajouté 'ASO-V1 en quantité variable pour obtenaig ratios de charge différents 6 :1, 3 :1 et
1:1. Les mélanges avec 2 uM d’ASO-V1 et 12 uM dptiole P1-9R (le ratio de charge 3 :1)
ont été également préparé dans du PBS ainsi q@eddamilieucMEM complet.

7- Mesure de potentiel zétale nanocomplexe P1-9R/ASO-V1

L’analyse de potentiel zéta permet de déterminahkrge de surface qu'une nanoparticule
acquiert grace auxions qui I'entourent quand el en solution. Chaque nanoparticule
dispersée dans une solution est entourée par desleocharge opposée, qui forme la couche
fixe. En dehors de cette couche fixe, il existe goeposition variable d'ions électriques
formant une zone nuageuse, appelé la double calitfhee. Lorsqu'un voltage particulier est
introduit dans des particules dispersées en salutbutes les particules accompagnées d’'une
couche fixe bien définie et une partie de la doableche diffuse sont attirées a I'électrode de
polarité opposée. On mesure le potentiel zéta esuraet la vitesse de déplacement des
nanoparticules dans un champ électrique. Il s'dgitc des forces électrostatiques de
répulsion entre les particules. Plus le potent&thzdes nanoparticules est élevé, plus les
nanoparticules ont tendance a se repousser mutggitece qui favorise la stabilisation de la

dispersion.

Figure 40) Le potentiel zéta représente la charge ed surface d’une nanoparticule
(www.horiba.com).
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Le potentiel Zéta des nanocomplexes P1-9R/ASO-\Kc alifférents ratio de charge 1 :1,
2:1, 3:1et4:1, dilués dans de I'eau ou du PB®,eté mesurés par un appareil Zetasizer
Nano ZS apparatus (Malvern Instruments) chez Jérémesnais (laboratoire PHENIX,

Jussieu).

8-Etude de la biodisponibilité intracellulaire despeptides et des nanocomplexes par la

microscopie confocale

c- Internalisation des peptides dans des fibroblastdsumains

Les fibroblastes ont été ensemencés la veille ebgpérience sur des lamelles traitées au
collagéne de type | (Gibco). Les cellules adhéotesté transférées dans du milieu sans SVF
pendant 1 H a 37 °C afin de les priver de tout apge transferrine et fer et d’augmenter
'expression de RTfl. Elles ont été ensuite incgbgendant 30 mn sur la glace dans du
milieu contenant 4 uM du peptide pour chaque caydit+/- 20 pg/ml de la Transferrine-
Alexa 647 (Life Technologies) puis replacées a @7pendant 30 mn. Les cellules ont été
ensuite lavées avec le PBS et fixées par la PFAGpéndant 10 mn a température ambiante.
Apres deux lavages successifs au PBS, les celhmiesté finalement montées par un milieu
de montage contenant le DAPI (Fluorescent Mountiteglium with DAPI, GBI Labs). Les
lames ont été observées par le microscope conifeted SP8. L’intensité de fluorescence et
la co-localisation entre le peptide et la trangfiera été mesurée a l'aide du logiciel d’analyse

Imaris.

d- Internalisation de 'ASO-V1 par le peptide dans dedibroblastes humains
Pour étudier la distribution subcellulaire de 'ASQ-Alexa 594 dans des fibroblastes, les
nanocomplexes ont été formés selon le protocolgamsfection a un ratio de charge 5:1 a
partir de 428 nM d’ASO-V1 Alexa 594 et 4 uM du pdptbifonctionnel P1-9R froid ou
marqué. Les nanocomplexes ont été ajoutés suiblebliastes déprivés auparavant en SVF.
Aprés 30 mn d’incubation sur la glace, les cellulesété ensuite transferées a 37 °C pour 30

mn. La procédure de la fixation des cellules enhigeu de montage utilisés sont identiques.
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CHAPITRE Ill/ RESULTATS

1-Expression de CD71 (RTf1) dans différentes lignéeellulaires

Nous avons sélectionné des peptides qui reconmaispécifiguement le RTf1l pour adresser
'ASO-V1 dans des cellules par I'intermédiaire derécepteur. Le RTfl est indispensable
pour l'internalisation de I'holo-transferrine darmites les cellules pour synthétiser 'héate
les clusters fer-soufreUne expression ubiquitaire est donc nécessaite f# survie des
cellules.

Dans un premier temps, nous avons comparé le niVeapression de CD71 (le marqueur de
RTfl) a la surface de différents modeéles cellutaipar cytometrie en flux pour avoir une

vision globale du potentiel de chaque modele.

A)YUT7-EPO
] I NOM MFI
w] 4 DTl 1021
: 4_ I'l | IgG 108
] B NT 9o
L 'i- v ""l'-'-“—1 i .\}'T Ml b b oy s
B) LBCL
NOM MFI
i . col | 224
8 J IgG 118
i B NI 117
X ST AN
C) Fibroblaste
o N NOM MET
o i CD71 | ass
v It
S ) I IgG 188
~’ i B ONT | 200

Figure 41) Mesure de lI'expression de CD71 par cytoatrie en flux. Les cellules sont
déprivées en SVF pendant 1 H. Elles sont ensuitgugas avec un anticorps anti-CD71
conjugué a FITC ou I'anticorps IgG conjugué a FITSptype contréle de CD71, pendant 45
mn a 4 °C. Apres 2 lavages successifs, la fluorescest mesurée par cytometrie en flux.
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On a observé qu’apres la déprivation des celluleS¥F pendant 1 H, les UT7-EPO, étant
des cellules érythroides, expriment le plus le COZdpendant, les LBCLs et les fibroblastes
expriment également le CD71 mais a des niveauxdoeguplus faible (Fig.41). Bien que la

lignée UT7-EPO soit un tres bon modeéle cellulamasidérant leur caractere érythroide, le
niveau d’expression de RTfl et la présence deélallhypomorphe, certaines de leurs
caractéristiqgues nous ont amenés a restreindreisage a I'étude qualitative de la redirection
de I'épissage cryptique exon3-exon4 du geE€H. En effet ces cellules sont polyploides
(globalement tétraploides) avec un ratio d’expoesgntre les deux alleles inconnu, ce qui
complique la quantification de 'ARNFECH WT apres correction d’épissage. De plus, ce
sont des cellules en suspension avec des grosxeyaeu de cytoplasme, ce qui complique
leur utilisation pour les études par microscopiefaoale.

Les lignées lymphoblastoides de malades PPE, eelldiploides possédant un allele
hypomorphe permettent I'étude a la fois qualitagvguantitative de I'épissage exon3-Exon4.
Nous avons utilisé des cultures primaires de filasties humains isolées a partir d'un sujet
control non porphyrique pour les études de distidinusubcellulaire et nucléaire des peptides

et '’ASO-V1 ainsi que leurs co-localisations avadTt.

2-Recherche du meilleur ratio de charge entre peptes et ASO en utilisant des lignées
lymphoblastoides de malades PPE

Nous avons recherché pour chaque peptide, en étaliractement l'effet sur I'épissage, le
meilleur ratio de charge entre le peptide (+) eligonucléotide (-) permettant de former des
nanoparticules ayant un effet protecteur du pemia I'oligonucléotide. Nous avons utilisé
des lignées lymphoblastoides issues de patients qRiPpossedent I'anomalie d’épissage
d’'intérét (Sujet 111, Fig 39), nous permettant aid&tudier la correction de I'anomalie
d’épissage au niveau qualitatif et quantitatif. Ceules ne produisent pas de PPIX, ce qui
représente la seule limite a leur utilisation. Apra transfection des LBCLs par nos
différentes combinaisons peptidiques, nous avomssche ratio de charge le plus faible
permettant de limiter les risques de toxicité teatconservant une bonne efficacité sur
I'épissage exon3-exond. Ceci a été étudié poudibepeptides bifonctionnels ligand RTf1-
CPP.
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Figure 42) Exemple de la mesure qualitative de l'&ft d'une gamme de ratio sur
I'épissage exon3-exon4d du gemeECH par des ligands RTf1 conjugués au CPP 9R.

Les cellules LBCLs issues de patients PPE (Sujgtsibnt transfectées par les nanocomplexes
RTf1-CPP/ASO-V1 a différents ratios de charge. diéigrents ratios de charge sont calculés
selon la formule mentionnée a la page 90 et arpditthe concentration fixe d’ASO-V1 a
428 nM. La concentration de la condition contrélpeptide seub est équivalente a celle
utilisée pour le ratio de charge 10 :1. Les cedluident traitées a I'émétine 24 H apres la
transfection. Les ARN sont extraits 48 H aprégdadfection. Les produits de RT-PCR sont
analysés sur un gel d’agarose a 3%. La tailleAlgN anomal (épissage cryptique) et la taille
de 'ARN normal (épissage physiologique) sont indigs a droite. La densité des bandes de
PCR qualitative est mesurée en utilisant le logicreage J. Cette expérience a été effectuée
en 2 séries indépendantes.

101



S

S

\
§é A) P2-PepFectl4/ASO-V1  B) B2-PepFectl4/ ASO-V1 NT
&

& 1:1 3:1 81 7:1 10:1 30:1Pep 1:1 3:1 §:1 7:1 10:1 30:1 Pep )
Seul Seul ARN anormal

o} /l92bp

— — - — . - - o

C— — —— - S e D SR G S— L — —_—
029 014010 0.15 008008 040030 011 028 023 0.19 0.14 035 024 \.-\RN —

128 bp
§Q
>
A
¥
.? C) P1-PepFectl4/ ASO-V1 D) B18-PepFectl4/ ASO-V1
1:1 3:1 &1 7:1 10:1 30:1 Pep 1:1 3:1 §:1 7:1 10:1 30:1 Pep .
Seul Seul ARN anormal

- -
-

o / 192 bp

111

028 025 027028 024 0.09 036 012 012 010 0.07 013 017 023 \ iRl\l n;t:nal
28bp
_é-"-.
S
~  E)B6-PepFectld
&
N e S :
..3 ASOPep 1:1 3:1 5:1 7:1 10:1
i V1 Seul ARN anormal
’I_,f'f 192 bp

¥

-——_—_—_ E

-‘“ L
21 028 027 0.30 021 0.10 0.07 . ARN normal

128 bp

Figure 43) Exemple de la mesure qualitative de I'&ft d'une gamme de ratio sur
I'épissage exon3-exon4 du gen€ECH pardes ligands RTfl conjugués au CPP
PepFectl4. Les cellules LBCLs issues de patients PPE sontsfeatées par les
nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1 a différents ratiesctiarge. Les différents ratios de
charge sont calculés selon la formule mentionnkkepage 90 et a partir d'une concentration
fixe d’ASO-V1 a 428 nM. La concentration de la citioth contrble « peptide seul » est
équivalente a celle utilisée pour le ratio de chat@ :1. Les cellules sont traitées a I'émétine
24 H apres la transfection. Les ARN sont extra@d#apres la transfection. Les produits de
RT-PCR sont analysés sur un gel d’agarose a 3%ailla de 'ARN anomal (épissage
cryptique) et la taille de 'ARN normal (épissageypiologique) est indiquée a droite. La
densité des bandes de PCR qualitative est mesuarégilisant le logiciel Image J. Cette
expérience a été effectuée en 2 séries indépersdante

102



On observe que les peptides P1-9R, P2-9R et B2@Rgent efficacement I'épissage
cryptigue exon3-exon4 du geR&CH a partir d’un ratio de charge 5 :1 alors que kstipes
B6-9R et B18-9R corrigent efficacement I'épissaggpectivement a partir de ratio de charge
7:1 et 10:1 (Fig.42). Globalement, les peptidgand RTfl-PepFectl4 ont des effets sur
I'épissage a des ratios de charge plus élevésapaort aux peptides ligands RTf1-9R. Parmi
eux, le peptide B18-PepFectl4 corrige I'épissagertir d'un ratio de charge 1 :1 (Fig.43).
L’absence des points 10 :1 et 30 :1 sur le gelaesbnséquence d’'une forte toxicité induite
par la forte concentration du peptide qui a en&ala mort cellulaire dans certaines
conditions. Ces résultats nous montrent que le @PRavorise la complexation du peptide a
I'oligonucléotide a des ratios de charge plus biageemet de travailler dans des conditions
moins toxiques par rapport au CPP PepFectl4.

3- Cinétique de l'effet des complexes RTf1-CPP/ASO dare temps
Les tests des différents ratios de charges des lezag Peptide-CPP/ASO-V1, nous ont
permis de trouver différentes combinaisons quiigent 'anomalie d’épissage par 'ASO-V1
dans des lymphoblastes PPE (II1). Nous avons enswesure la durée de I'effet de 'ASO-
V1 transfecté par certains de nos peptides a ties de charge les plus faibles, permettant de
diminuer les risques de toxicité tout en conservané bonne efficacité, dans des LBCLs de
patient PPE et des UT7-EPOs. Nous avons testé enemémps, dans des UT7-EPO,
I'efficacité dans le temps d’un oligonucléide aetis -45-63 de type methoxy-ethyl (MOE,
ISIS Pharmaceuticals) complexé avec P1-9R. LNA é&BMsont des oligonucléotides
chimiquement modifiés qui sont trés résistants @élgradation par des enzymes cellulaires et
n’activent pas l'activité de la RNase H. Ces oligdéotides modifiés ont une charge négative
et une faible toxicité.
Ici, nous allons donner un exemple obtenu aveade®complexes peptide P1-9R/ASO-V1 a
un ratio de charge 5 :1.
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Figure 44) Cinétique de l'effet sur I'épissage enignées lymphoblastoides PPEPCR
qualitative exon3-exon4 du geR&CH aprés une transfection avec les nanocomplexes P1-
9R/ASO-V1, P1-9R/ASO-Mock et P1-9R seul avec cdivecde I'épissage jusqu'a 96 H
dans la lignée lymphoblastoide des patients PPEet(3id). Le ratio de charge entre le
peptide P1-9R et les oligonucléotides antisen®est L'oligonucléotide antisens est a 428
nM finale. Le peptide seul est ajouté dans le mikeune concentration finale équivalente a
un ratio de charge 5 :1. L’émétine est ajoutée damsilieu & une concentration finale de 30
MM, 24 H avant de collecter les cellules pour eserBARN.
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Figure 45) Cinétique de I'effet sur I'épissage erignée UT7-EPO.PCR qualitative exon3-
exon4 apres une transfection avec les nanocompRX&sCPP/ASO-V1, RTf1-CPP/MOE-
Vlet RTf1-CPP/ASO-Mock avec correction de I'épissqgsqu’a 120 H est effectué dans la
lignée UT7-EPO. Le ratio de charge entre le peRiti®R et les oligonucléotides antisens est
5:1. L'oligonucléotide antisens est a 428 nM fmdl’émétine est ajoutée dans le milieu a
une concentration finale de 30 uM, 24 H avant diecier les cellules pour extraire 'ARN.
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Ces expériences montrent un effet prolongé deatsstection unique par les nanocomplexes
peptides-ASO pouvant aller au moins jusqu’a 12Fig.44-45). Cette persistance suggéere un
effet protecteur du complexe peptidique sur 'otigolotide antisens. On a également observé
gue le peptide P1-9R peut favoriser une compleraiigssi efficace et stable dans le temps
avec LNA-V1 qu’avec MOE-V1(Fig.45).

4- Etude de I'impact quantitatif sur TARN FECH WT de la transfection de 'ASO-
V1 par des nanocomplexes RTf1-CPP/ASO dans des liggs lymphoblatoides de
malades PPE.
Nous avons ensuite mesuré aprés les transfectfteduees par différents nanocomplexes,
l'effet de 'ASO-V1 sur la quantité I’ARNFECH WT. Puisque les peptides ligand RTf1-
PepFect 14 ont corrigé I'épissage exon3-exon4 dasdignées lymphoblastoides de patients
PPE a des ratios de charge élesavec une forte toxicité, nous avons donc préhénds
concentrer sur les peptides ligand RTf1-9R quiigesient I'épissage efficacement a partir
d’'un ratio de charge 5 :1. Le seul peptide ligafidlRPepFect14 pour qui nous avons étudié
l'effet sur la quantité d’ARNFECH WT aprés sa complexation avec 'ASO-V1 et son
transfert dans des lymphoblastoides est peptideFR&pFectl4. Ce dernier avait montré une

forte efficacité de correction de I'épissage aipd# ratio de charge 1:1.
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Figure 46) Quantification de TARN FECH WT apres transfection de nanocomplexes P2-
9R/ASO. La RT-gPCR exonl-exon2 apres une transfection pam&wcomplexes P2-
9R/ASO-V1 ou P2-9R/ASO-Mock a 72 H dans la ligngaphoblastoide du patient PPE I11;
Le sujet I1 est un porteur asymptomatique de laatiort délétere sans allele hypomorphe.
Les résultats sont analysés par le test Mann Whargartir de 6 expériences indépendantes.

La quantité d’ARNFECH WT dans des lymphoblastoides de malade (I11) featéses par le
nanocomplexe P2-9R/ASO-V1 commence a augmenter @@ et la transfection. 96 H apres
la transfection, le niveau d’ARNFECH WT est toujours plus élevé dans des cellules
transfectées par le nanocomplexe P2-9R/ASO-V1 empacaison avec des cellules
transfectées par P2-9R/ASO-Mock, mais cette diffée n’est pas significative (Fig.46).
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Figure 47) Quantification de 'TARN FECH WT aprés transfection de nanocomplexes
P19R/ASO. La RT-gPCR exonl-exon2 apres une transfection pand@®complexes P1-
9R/ASO-V1 ou P1-9R/ASO-Mock a 72 H dans la ligngaphoblastoide du patient PPE I11;
Sujet 11 est un porteur asymptomatique de la nartadiélétére sans allele hypomorphe. Les
résultats sont analysés par le test Mann Whitrgarr de 6 expériences indépendantes.

La quantité d’ARNFECH WT dans des lymphoblastoides de malade (I11) feai&es par le
nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 commence a augmenter @drés la transfection. 72 H apres
la transfection, le niveau d’ARRECH WT est augmenté de maniére significative par retppo
a celui des cellules transfectées par le nanocom@d-9R/ASO-Mock. En plus, le niveau
d’ARN FECH WT dans des lymphoblastoides de malade a 72 ldgestalant a ce qu’on

observe chez le porteur asymptomatique, sujetitl4F).
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Figure 48) Quantification de 'ARN FECH WT aprés transfection de nanocomplexes
B2-9R/ASO. La RT-gPCR exonl-exon2 aprés une transfectiongzgananocomplexes B2-
9R/ASO-V1 et B2-9R/ASO-Mock a 72 H dans la ligngemphoblastoide du patient PPE 111 ;
Le sujet I1 est un porteur asymptomatique de laatiort délétere sans allele hypomorphe.
Les résultats sont analysés par le test Mann Whargartir de 6 expériences indépendantes.

La quantité d’ARNFECH WT dans des lymphoblastoides de malade (I11) featé&es par le

nanocomplexe B2-9R/ASO-V1 commence a augmenterfis@iivement par rapport aux

cellules transfectées par B2-9R/ASO-Mock et lesuted non transfectées, 48 H apres la

transfection. L'effet ’ASO-V1 sur le niveau d’ARtbmmence a diminuer a partir de 72 H

(Fig.48).
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Figure 49) Quantification de 'ARN FECH WT aprés transfection de nanocomplexes
B18-PepFectl4/ASO. La RT-gPCR exonl-exon2 apres une transfection par les
nanocomplexes B18-PepFedtA80O-V1 ou B18-PepFectl4/ASO-Mock a 72 H dans la
lignée lymphoblastoide du patient PPE 1I1; Le sljeést un porteur asymptomatique de la
mutation délétére sans allele hypomorphe. Les taisubont analysés par le test Mann
Whitney a partir de 6 expériences indépendantes.

La quantité d’ARNFECH WT dans des lymphoblastoides de malade (I11) featées par le
nanocomplexe B18-PepFect14/ASO-V1 est augmentématéere significative par rapport
aux cellules transfectées par B18-PepFect14/ASOkMbdes cellules non transfectées 72 H
aprés la transfection. Ce niveau est équivalanteaqu’on observe chez le porteur
asymptomatique (Sujet 11). 96 H aprés la transfactieffet persiste mais il est diminué
(Fig.49).
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Au total nous avons pu montrer dans des lignées lympholidiest de malades PPE que
plusieurs des peptides bifonctionnels utilisés mdr@ent une redirection efficace et
prolongée de I'épissage cryptique vers I'épissalggsiplogique exon3-exon4 et que cela
permettait une correction des taux dARRECH WT. Parmi eux, les peptides P1-9R et B18-
PepFectl4, complexés avec 'ASO-V1, qui nous ommpe de restaurer un taux d’ARN
FECH WT a niveau comparable a ce qu'on observe chegouteur asymptomatique, nous
semblent étre les candidats potentiels pour ngipgoghe. Ces résultats encourageant nous
ont conduits a tester dans un premier temps cedtbade de transfection dans des cultures

primaires de progéniteurs érythroides d’'un sujetepo de I'allele hypomorphe ¢.315-48C.

5- Etude de lefficacité de la transfection de I'ASO-\1 par les peptides bi
fonctionnels ligand RTf1-CPP dans les progéniteurgrythroides d'un sujet
porteur de I'allele hypomorphe ¢.315-48C.

Nous avons testéx vivo I'effet des nanocomplexes ligand RTf1-CPP appartera deux
group de CPP différents et donnant de bons résudtats les expériences sur les lignées, les
peptides P1-9R et B18-PepFectl4, sur I'épissagm3esrond du gen€&ECH dans des
progéniteurs CD34+ en différenciation érythroidésentant un allele hypomorphe mais sans
mutationFECH délétere (Fig.50). Différents ratio de chargeseetds peptides et ASOs ont
éte utilisés pour choisir le ratio de charge lesghible permettant de diminuer les risques de
toxicité tout en conservant une bonne efficacita. dquantité de peptide et d’ASO-V1 est
multipliée par 2 pour les ratios de charges 2(52@00 :1) et 2(30 :1). Les peptides seuls sont
administrés avec une concentration finale équitalarun ratio de charge 10 :1. Les cellules
sont divisées en deux séries 48 H apres la prermnarsfection a J7:

1- Les cellules avec une simple transfection a J7n@fegction unique)

2- Les cellules qui ont recu une deuxieme transfecéioec les mémes peptides RTf1-

CPP/ ASO a J9 et une troisieme transfection a Tdh§fection multiples)
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Figure 50) Redirection de I'épissage du site crymjue vers le site physiologique exon3-
exon4 par les nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1 en cute de progéniteurs érythroides

en différenciation d’un sujet porteur de l'alléle hypomorphe. La RT-PCR exon3-exon4 a
différents temps est réalisée apres une transfecial7 par des nanocomplexes RTfl-
CPP/ASO-V1l1a différents ratios de charge. Les peptideuls sont administrés avec une
concentration finale équivalente a un ratio de ghatO :1. Les ratios de charge entre les
peptides et 'ASO-Mock sont 10 :1. Les oligonucides sont a une concentration finale de
428 nM. Toutes les cellules sont transfectées hek/cellules avec les transfections multiples
sont re-transfectées par des nanocomplexes RTfIASEPa J9 et J11. L’émétine est ajouté
dans le milieu 24 H avant de collecter les cellylesr extraire 'ARN.
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Pour la série avec les transfections multipleseteuvélement de la transfection a entrainé
une forte toxicité et la mort cellulaire. C’est paette raison que nous n'avons pas pu isoler
'ARN a partir des cellules re-transfectées par dasocomplexes a des ratios de charge
élevés, en particulier celles re-transfectées @ambhnocomplexes B18-PepFect14/ASO-V1.
Par contre, la toxicité avec une simple transfectial7 est trés faible. Dans ces cellules, une
redirection efficace de I'épissage commence apdei48 H aprés la transfection et dure
jusqu'a 120 H. Au total, I'efficacité de correctiafépissage est plus forte avec des peptides
possédant un CPP PepFectl4 mais la toxicité est plus élevée par rapport a un peptide
ayant un CPP 9R.

L'aptitude a transfecter des progéniteurs érytle®i€D34+ en différenciation qui sont
connus pour étre des cellules trés difficiles adfecter et qui nécessitent des vecteurs viraux,
est un résultat important qui nous a encouragésayer notre approche d’adressage dans des

progéniteurs érythroides des patients PPE.

6- Etude de [lefficacité de la transfection de I'ASO- par les peptides
bifonctionnels RTf1-CPP précédemment sélectionnésjans les progéniteurs
érythroides de malade PPE.

Finalement, nous avons tes# vivo I'effet des nanocomplexes RTf1-9R/ASO-V1 sur la
correction de I'épissage exon3-exon4, le niveauRNAFECH WT et la surproduction de
PPIX dans des progéniteurs CD34+ en différenciatopthroide présentant un alléle
hypomorphe en trans d’'une mutation délétéfeCH. Nous avons observé que B18-
PepFect14/ASO-V1 a induit une toxicité élevée ddes cultures primaires de CD34+ d’un
sujet porteur de I'allele hypomorphe (Fig.50). New®ns donc décidé de tester uniquement
les peptides P1-9R et B2-9R sur les cellules demat

Toutes les expériences effectuées dans des pregéniérythroides de malades PPE sont
effectuées en 6 réplicas intra-séries pour chaquodition. Les cellules sont transfectées une
fois a J9. Les nombres des cellules et leurs viébikont déterminées par le bleu trypan a
J11. Elles sont ensuite remises a 200 000 celinled/a densité des bandes de PCR
qualitative est mesurée en utilisant le logiciebfra J. Les analyses statistiques de la quantité
d’ARN FECH WT et la surproduction de PPIX sont effectuéesl@dest Mann-Whitney a
partir des 6 réplicas intra-séries.

Concernant la mesure de la surproduction de PRXs avons choisi la cytométrie en flux
plutét que la méthode fluorimétrique aprés hémobtsextraction des porphyrines car nous
avons observé une concordance entre les résuleatta dnesure de PPIX par le test
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fluorimétrique et la cytométrie en flux respectivamh dans les érythrocytes et les
progéniteurs érythroides en différenciation issasmEéme sujet malade. |l est également
nécessaire d'effectuer le test fluorimétrique awee quantité importante de cellules.

* Patient A

a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prfdration et la viabilité des cellules
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Figure 51) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sua prolifération des cellules
apres la transfection de progéniteurs érythroides’dne malade PPE (Sujet A).Le test de
prolifération est effectué par le bleu trypan a,Xeux jours aprés une transfection a J9 avec
des nanocomplexes peptides/ASOs, peptides seudsS@tV1 seul dans les progéniteurs
érythroides en différenciation d’'un malade PPE€6A4).

Les viabilités des cellules non transfectées esfextées par 9R/ASO-V1 et P1- 9R/ASO-V1
a J11 varient de 75% a 95%. Les nombres des celkdat diminués de maniére non
significative dans des conditions transfectées9padASO-V1 et P1- 9R/ASO-V1 deux jours
apres la transfection a J11 (Fig.51).

b) Redirection de I'épissage exon3-exon4 du siteyptique vers le site physiologique

NT 5R 3R P1-9R P1-3R H20
1Kb+ +ASO V1 +ASO MOCK +AS0V1 +ASO MOCK

: ARN anormal 192 bp
0.8 042 0.69 0.27 058 \ ARN normal 128 bp

Figure 52) Redirection de I'épissage exon3-exon4udsite cryptique vers le site
physiologique apres transfection de progéniteurs gthroides d’'un patient PPE (Sujet
A). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 72otsmune transfection a J9 avec
des nanocomplexes P1-9R/ASO et 9R/ASO dans les épitegrs eérythroides en
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différenciation d’'un malade PPE (A). L’émétine agtutée dans le milieu a une concentration
finale de 30 uM, 24 H avant la collecte des ceflidel’extraction d’ARN.

Nous avons observeé que le ratio entre ARN anoretdl&RN total était plus faible pour P1-
9R/ASO-V1 par rapport a celui de P1-9R/ASO-Mock.r Ranséquent, la correction
d’épissage exon3-exon4 du gerieCH est plus élevée dans des cellules transfectéeBlpar
9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectéesda®R/ASO-Mock (Fig.52). Il existe une
légere diminution de la proportion de TARNm anotragec 9R/ASO-V1 mais elle est plus
faible qu'avec P1-9R/ASO-V1. Cela confirme la sfiéité des peptides ayant le ligand
ciblant RTf1 par rapport aux peptides 9R seuls.

c¢) Quantité ’/ARN FECH WT
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Figure 53) Augmentation de la quantit¢ d’ARN FECH WT apres la redirection de
I'épissage exon3-exon4 du site cryptique vers ldesiphysiologique dans des progéniteurs
érythroides d’'un malade PPE (Sujet A)Les RT-gPCR exonl-exon2 sont effectuées 48 H,
72 H et 96 H apres une transfection & J9 avec alescomplexes P1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-
V1 dans des progéniteurs érythroides en différépnacia’'un malade PPE (Sujet A).
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La quantité ’ARNFECH WT est augmentée de maniere non significative dasscellules
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux lesllmon transfectées, 72 H aprés la

transfection (Fig.53).

d) Mesure de la production de PPIX
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Figure 54) Mesure de la production de la PPIX apresine redirection de I'épissage
exon3-exon4 du site cryptique vers le site physigmue dans des progéniteurs
érythroides d’'un malade PPE (Sujet A).Les mesures de la production de PPIX dans des
progéniteurs érythroides en différenciation d’uriada PPE sont effectuées par cytométrie en
flux a 48 H, 72 H et 96 H aprés une transfectia® dpar des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1
et 9R/ASO-V1.

Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de igransignificative dans des cellules
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux leslloon transfectées 48 H, 72 H et 96 H
apres la transfection (Fig.54). On peut concluremgilégére augmentation au niveau d’ARN
FECH WT pourrait étre a l'origine de la diminution sifijcative et prolongée de

I'accumulation de la PPIX.
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« PatientB

a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prfdration et la viabilité des cellules
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Figure 55) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sua prolifération des cellules
apres la transfection de progéniteurs érythroides’dne malade PPE (Sujet B)Le test de
prolifération est effectué par le bleu trypan a,Xdux jours aprés une transfection a J9 par
des nanocomplexes peptides/ASOs et les peptidés dans les progéniteurs érythroides en
différenciation d’'un malade PPE (Sujet B).

Les viabilités des cellules non transfectées etstectées par 9R/ASO-V1, 9R seul, P1-
9R/ASO-V1 et P1-9R seul a J11 varient de 80% a 9b68s. nombres des cellules sont
identiques entre les conditions deux jours aprésalasfection a J11 (Fig.55). Cela indique
gue ces peptides n’induisent pas de toxicité ingmbet et la mort cellulaire a un ratio de

charge 5 :1.
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b) Redirection de I'épissage exon3-exon4 du siteymtique vers le site physiologique

S — <«——— ARNanormal 192 bp
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Figure 56) Redirection de I'épissage exon3-exond dgite cryptique vers le site
physiologique apres transfection de progéniteurs gthroides d’'un patient PPE (Sujet
B). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 7prsune transfection a J9 avec
des nanocomplexes P1-9R/ASO et 9R/ASO dans desémtegrs eérythroides en
différenciation d’'un malade PPE (B). L’émétine asiutée dans le milieu a une concentration
finale de 30 uM, 24 H avant la collecte des cefiidel’'extraction d’ARN.

La correction d’épissage exon3-exon4 du g&m€ECH est plus élevée dans des cellules
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux lesliransfectées par 9R/ASO-V1.

c¢) Quantité ’ARN FECH WT
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Figure 57) Augmentation de la quantitt dARNFECH WT apres la redirection de
I'épissage exon3-exon4 du site cryptique vers ldesiphysiologique dans des progéniteurs
erythroides d’'un malade PPE (Sujet B)LesRT-gPCR exonl-exon2 sont effectuées 72 H et
96 H apres une transfection a J9 avec des nanoegegP1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-V1dans
des progéniteurs érythroides en différenciatiomahalade PPE (Sujet B).
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72 H et 96 H apres la transfection, on observelégere augmentation non significative du
niveau d’ARNFECH WT dans des cellules transfectées par P1-9R/AS@arrapport aux

cellules transfectées par P1-9R seul (Fig.57).

d) Mesure de la production de PPIX
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Figure 58) Mesure de la PPIX aprés une redirectiorme I'épissage exon3-exon4 du site
cryptique vers le site physiologique dans des progieurs érythroides d’'un malade PPE
(Sujet B). Les mesures de PPIX dans des progéniteurs érydsraidin malade PPE sont
effectuées par la cytometrie en flux a 48 H, 72tl9&H apres une transfection a J9 par des
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-V1 dans desgdmiteurs érythroides en
différenciation d’'un malade PPE (Sujet B).

119



Le niveau d’accumulation de PPIX est diminuée di#es cellules transfectées par 9R/ASO-
V1, P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules non tfaciges ou transfectées par 9R seul et
P1-9R seul 48 H, 72 H et 96 H aprés la transfedfim58).

* PatientC
a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la pifdration et la viabilité des cellules
Les cellules de patient C proliféraient particidident bien et nous avons pu faire plus de

conditions expérimentales.
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Figure 59) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sua prolifération des cellules
apres la transfection de progéniteurs érythroides’'dn malade PPE (Sujet C).Le test de
prolifération est effectué par le bleu trypan a,Jdux jours aprés une transfection a J9 par
des nanocomplexes P1-9R/ASO, P1-9R seuls, B2-9R/B2IR seul, 9R/ASO, 9R seul et
ASO-V1 seul dans des progéniteurs érythroidesfé@reiciation d’'un malade PPE (Sujet C).

Les viabilités des cellules non transfectées etstectées par 9R/ASO-V1, 9R seul, P1-
9R/ASO-V1, P1-9R seul et ASO-V1 seul a J11 varigmt77% a 96%. Les nombres des
cellules sont quasiment identiques entre toutesdaslitions deux jours apres la transfection
(Fig.59). On peut conclure que le peptide B2-9Rdhiit pas de toxicité majeure a un ratio de

charge 5 :1, comme ce que nous avons observé @peptide P1-9R.
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b) Redirection de I'épissage exon3-exon4 du siteyptique vers le site physiologique
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Figure 60) Redirection de I'épissage exon3-exon4udsite cryptique vers le site
physiologique aprés transfection de progéniteurs gthroides d’'un patient PPE (Sujet
C). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 7pte¢smune transfection a J9 avec
des nanocomplexes P1-9R/ASO, B2-9R/ASO et 9R/ASB s progéniteurs érythroides en
différenciation d’'un malade PPE (C). L’émétine @sutée dans le milieu a une concentration
finale de 30 uM, 24 H avant la collecte des ceflidel'isolation d’ARN.

La correction de I'épissage exon3-exond du geBEH est plus efficace dans des cellules
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux lesllitransfectées par B2-9R/ASO-V1 et
9R/ASO-V1 (Fig.60). Le peptide P1-9R est donc lelllg candidat pour un adressage

spécifique aux progéniteurs érythroides en difféiegion.

¢) Quantité d’ARN FECH WT, Peptide B2-9R
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Figure 61) Augmentation de la quantit¢ d’ARN FECH WT apres la redirection de
I'épissage exon3-exon4 du site cryptique vers ldesiphysiologique dans des progéniteurs
érythroides d’'un malade PPE (Sujet C)Les RT-gPCR exonl-exon2 sont effectuées 72 H
et 96 H aprés une transfection a J9 avec des namuberxes B2-9R/ASO, 9R/ASO, B2-9R
seul et 9R seul dans les progéniteurs érythroidadiférenciation d’'un malade PPE (Sujet
Q).
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La quantité ’ARNFECH WT est augmentée de maniere significative danscedales
transfectées par B2-9R/ASO-V1 par rapport aux klunon transfectées, les cellules
transfectées par B2-9R/ASO-Mock et 9R/ASO-V1 aH7aprés la transfection. A 96 H, le
niveau d’ARN est toujours augmenté de maniére Bigive dans des cellules transfectées
par B2-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules trantfes par B2-9R/ASO-Mock (Fig.61).

d) Mesure de la production de PPIX, Peptide B2-9R
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Figure 62) Mesure de la production de PPIX apres umredirection de I'épissage exon3-
exon4 du site cryptique vers le site physiologiquéans des progéniteurs érythroides d’un
malade PPE (Sujet C)Les mesures de PPIX sont effectuées par cytomatritux a 48 H,
72 H et 96 H apres une transfection a J9 avec a@escomplexes B2-9R/ASO, 9R/ASO, B2-
9R seul et 9R seul dans les progéniteurs érythsogae différenciation d’'un malade PPE
(Sujet C).
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Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de iBransignificative dans des cellules
transfectées par B2-9R/ASO-V1 par rapport aux dltransfectées par B2-9R/ASO-Mock
48 H, 72 H et 96 H aprés la transfection. On olsewe dans des cellules transfectées par
9R/ASO-V1, le niveau d’accumulation de PPIX a 4&ptes la transfection est plus éleveé par
rapport aux cellules transfectées par B2-9R/ASORG.62). Cela confirme I'importance de

la partie ligand RTf1 pour établir un adressage glécifique.

e) Quantité dARN FECH WT, Peptide P1-9R
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Figure 63) La quantité d’ARN FECH WT apreés la redirection de I'épissage exon3-exon4
du site cryptique vers le site physiologique dansed progéniteurs érythroides d'un
malade PPE (Sujet C).Les RT-gPCR exonl-exon2 sont effectuées 72 H et 96 relsapne
transfection a J9 avec des nanocomplexes P1-9R/BRMASO, P1 seul et 9R seul dans les
progéniteurs érythroides en différenciation d’'unada PPE (Sujet C).

La quantitt ARNFECH WT est augmentée de maniere significative danscedales
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux leslitransfectées par P1-9R/ASO-Mock,
72 H apres la transfection. Le nanocomplexe 9R/A8(re présente pas la méme efficacité
que le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 a 72 H, alora @ H son effet augmente mais reste
toujours plus faible par rapport a P1-9R/ASO-V1g(638).

123



f) Mesure de la production de PPIX, Peptide P1-9R
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Figure 64) Mesure de la production de PPIX apres umredirection de I'épissage exon3-
exon4 du site cryptique vers le site physiologiquéans des progéniteurs érythroides d’un
malade PPE (Sujet C)Les mesures de PPIX sont effectuées par cytonerrfux a 48 H,
72 H et 96 H aprés une transfection a J9 avec aegscomplexes P1-9R/ASO, 9R/ASO, P1-
9R seul et 9R seul dans les progéniteurs érythsogae différenciation d’'un malade PPE
(Sujet C).

Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de iBransignificative dans des cellules
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux leslltransfectées par P1-9R/ASO-Mock
72 H et 96 H apres la transfection. On observedguns des cellules transfectées par 9R/ASO-
V1, le niveau d’accumulation de PPIX a 48 H, 72 t-HBé H reste toujours plus élevé par
rapport aux cellules transfectées par P1-9R/ASGR].64).
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g) Etude phénotypique de la différenciation érythride, Peptide P1-9R

CD34-PE

400 T

300 7

Count

200 7

100

CD71-FITC

NOM

MFI

== NT-Non Marqué
NT
= P1-9R+ASO-V1

P1-9R + ASO-Mock

NOM

107

130

169

158

MFI

== NT-Non Marqué

NT
= P19R +ASO-V1

P1-9R + ASO-Mock

85.9

5732

5361

6262

Count

300

200 7

NOM

== NT-Non Marqué
NT
= P1-9R+ASO-V1

P1-9R + ASO-Mock

150 7

50 7]

CD36-FITC

NOM

= NT-Non Marqué
NT

= P1-9R + ASO-V1

P1-9R + ASO-Mock

Figure 65) Effet des nanocomplexes P1-9R/ASOs s dlifférenciation érythroide dans

des progéniteurs érythroides d’un malade PPE(C)Les marquages phénotypiques des
cellules érythroides primaires avec des anticorp84zPE, CD36-FITC, CD71-FITC et
GPA-PE sont étudiés a J12, par cytométrie en fhoyr les cellules transfectées par les
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et P1-9R/ASO-Mock. Ledlules NT-Non marquées
présentent des cellules non transfectées par lescamplexes sans aucun marquage par les
anticorps. Par contre, Les NTs sont des cellulestramsfectées par les nanocomplexes mais
marquées par les anticorps correspondants.

Les marquages phénotypiques de la différenciatigim@ide sont déterminés a J12 dans des
progéniteurs érythroides en différenciation du erpatient (C). Les cellules étant en phase
terminale d’érythropoiese, elles n’expriment pasyrqueur phénotypique CD34. Par contre,
les marqueurs phénotypiques CD36, CD71 et GPA simemt fortement et de maniere

équivalente dans les cellules non transfectéessfectées par P1-9R/ASO-V1 et P1-
9R/ASO-Mock (Fig.65).
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h) Morphologies des cellules, P1-9R et B2-9R
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Figure 66) Effet de nanocomplexe peptide/ASOs sua ldifférenciation érythroide dans
des progéniteurs érythroides d'un malade PPE(C).La morphologie des cellules
transfectées par les nanocomplexes P1-9R/ASOsRBRSDs et 9R/ ASOs, P1-9R seul, B2-
9R seul et 9R seul, ASO-V1 seul et ASO-Mock setlétsdiée a J12. Les cellules sont
étalées sur les lames a I'aide d’'une centrifug€lgespin. Aprés une coloration MGG (May-
Grunwald-Giemsa), les cellules sont observées jparmicroscopie optique avec un
grossissement 100 X.

Au cours de la différenciation érythroide on obsemne réduction progressive de la taille
cellulaire, de la taille du noyau et du rapportlaaecytoplasmique ainsi qu'une condensation
progressive de la chromatine et une hémoglobinisgtrogressive des cellules. Apres la
coloration des cellules au MGG (May-Grinwald Giemsaus avons observé que la plupart
des cellules venant de différentes conditions djgrerent au méme stade de différenciation
et sont situées majoritairement entre le stadehealytaste basophile Il et le stade

erythroblaste polychromatophile (Fig.66). Cetteestation confirme les résultats obtenus par
la mesure d’expression des marqueurs phénotypigless cellules au cours de la

différenciation érythroide, car a ce stade elled sensées exprimer GPA, RTf1 (CD71) pour
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importer du fer et le marqueur CD36 qui est expjusgu’au stade polychromatophile inclus
(Fig.65).

Pour conclure, nous avons étudié I'efficacité sur I'épissage dguyst exon3-exon4 du gene
FECH de 10 peptides ligands RTf1 différents conjugugsnaniere covalente soit a un CPP
9R soit a un CPP PepFectl4 (Tableau 9) complexés B&ASO-V1 ou I'ASO-Mock, a
différents ratios de charge dans des lignées lyimpktoides de patients PPE. Nous avons
choisi les peptides qui ont présenté une bonneaeifé de correction de I'épissage a des
ratios de charge les plus bas pour éviter les esale toxicité. Nous avons ensuite testeé I'effet
des nanocomplexes sélectionnés sur le niveau d'AFECH WT dans des lignées
lymphoblastoides de patients PPE. Nous avons cledspeptides permettant augmenter
'ARN FECH WT a un niveau équivalant a ce qu'on observe ddes lignées
lymphoblastoides d’un porteur asymptomatique.

Nous avons ensuite testé ces peptides complexéASDNV1 dans des progeéniteurs
érythroides CD34+ en différenciation d’'un porteer lthllele hypomorphe et nous avons
observé que dans ces cellules le peptide ayantR @R corrige efficacement I'épissage
exon3-exon4 et est moins toxique par rapport aigepivec un CPP PepFectl4.

Par conséquent, Nous avons testé uniqguement lésgep1-9R et B2-9R complexés a ASO-
V1 dans des progéniteurs érythroides CD34+ enrdiff@ation de patients PPE. Nous avons
pu corriger I'épissage cryptique exon3-exon4, augerela quantité dARNFECH WT et
diminuer I'accumulation de la PPIX sans induire tmdcité importante chez les patients. La
morphologie des cellules et le test de la différaian chez le dernier patient montrent que
les cellules ont été maintenues au méme stadeffdeediciation tout au long de I'expérience
guel que soit la condition expérimentale.

Nous avons ensuite étudié la taille hydrodynamiguia charge de surface de nanocomplexe
P1-9R/ASO-V1 a différents ratio de charge qui @ffeant le niveau de protection de 'ASO-
V1 par le peptide ainsi que la stabilité des nangaexes. Ces informations sont nécessaires
pour la suite de projet qui consistera a appoagréuve de concept vivo, de cette stratégie

adressage.
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7- Mesure de la taille des nanocomplexes par DLS et ¢iur potentiel zéta

Pour mesurer la taille hydrodynamique et la st@bitles nanocomplexes P1-9R/ASO-V1,
'analyse par DLS et le potentiel zéta sont effésttespectivement par I'appareil DynaPro et
Zetasizer Nano ZS apparatus. Ces évaluations éalisées dans I'eau, du PBS et du milieu
oaMEM en présence de 10% du sérum pour permettreidigst des corrélations possibles
entre tels parametres et I'efficacité de transtectux conditions physiologiques. Dans les
analyses effectuées dans de I'eau, la taille desamenplexes P1-9R/ASO-V1 est mesurée a
différents ratios de charge, en partant soit d'cmecentration fixe d’ASO-V1 et en ajoutant
le peptide a différentes quantités, soit en padanpeptide a une concentration fixe sur lequel
nous avons ajouté 'ASO-V1 en quantité variablehalement, les tailles des nanocomplexes
P1-9R/AS0O-V1 dans de I'eau a différents ratio dargh 1:1, 3:1 et 6:1 sont situées a 90 +/-
10 nm et sont stables dans le temps (Tableau 12).

Nous avons observé que dans du PBS, 'ASO-V1 sayyaydispersé et lorsqu’on ajoute le
peptide sur ’ASO-V1, on a une formation de nanoplaxes qui commence a partir de 100
nm et qui s’éléve jusqu’a 400 nm avec une cinétiquieprends environ 1 H. Par contre,
lorsqu’on ajoute d’abord le peptide P1-9R dan$B& a 12 uM finale, il n'y a pas de grosse
particules, et dés qu’on ajoute sur le peptide QA®1 a 2 uM finale on observe la formation
de nanocomplexes ayant une taille d’environ 18@6/nm et stable dans le temps (Tableau
12). Globalement, les nanocomplexes formés dansPBS$ sont plus gros que des
nanocomplexes formés dans de 'eau et il y a pilebant une instabilité selon la maniére
dont on prépare le mélange.

Enfin, Pour l'analyse de DLS dans du milieMEM complet, nous avons comparé les
populations détectées dans le milieu contenant éwns seul et apres l'addition de
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 a un ratio de chargelBd été possible de distinguer les
agrégats protéiques constants (inhérents au sé@tunme population totalement indépendante
associée aux nanocomplexes P1-9R/ASO-V1. La tdéke nanocomplexes P1-9R/ASO-V1
est stable dans le milieu et est environ de 9%8/Am, ce qui est relativement cohérent avec
ce que nous avons mesuré dans de I'eau (Tableau 12)

Pour étudier la charge de surface des nanocomplB2e8R/ASO-V1, les mesures de
potentiel zéta sont effectuées dans de I'eau &RIsi pour les ratios de charge 1:1, 2:1, 3:1 et
4:1. Nous avons mesuré d’abord le potentiel zéta pes nanocomplexes P1-9R/ASO-V1
avec un ratio de charge 1:1 soit dans de I'eaudswis le PBS. Nous avons ensuite augmenté
les ratios de charge a 2:1, 3:1 et 4:1 en appuapeptide P1-9R sur les mélanges des
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nanocomplexes déja formés. Nous avons observ&amstion de potentiel zéta négative vers
positive a partir de ratio de charge 2 :1 dansedailet 3 :1 dans du PBS (Fig.67-68).

Milieu EAU PBS oMEM

Taille (nm) 90 +/- 10 180 +/- 20 95 +/- 60

Tableau 12) Analyse DLSLes tailles hydrodynamiques des nanocomplexes PASB-V1
sont mesurées dans de l'eau et du PBS a des difératios de charge, I'un partant de
’ASO-V1 a une concentration fixe sur lequel onjeugé du peptide, et I'autre en partant du
peptide a une concentration fixe sur lequel on eutdj 'ASO-V1 pour former des
nanocomplexes a des ratios de charge 1:1, 3:1 dt L& taille hydrodynamique des

nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 de ratio de chargee3t inesurée dans du milieMEM.

Ratio de Charge 11 2:1 31 4:1

Potentiel Zeta -19.8 mV + 0.4 mV +13.8 mV +22.2mV

25

15
0 pad

5
Potentiel Zeta 0 //
-5
10 //
-15
20— &

-25

1:1 21 il 41

Eatio de charge
Figure 67) Mesure de potentiel Zeta dans de l'eau.a mesure du potentiel zéta de
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 a des ratios de chadge2il, 3:1 et 4:1 est effectuée dans

de l'eau. Le graphe démontre la transition de ahar@gative vers la charge positive des
nanocomplexes en ajoutant du peptide.
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Ratio de Charge 1:1 2:1 3:1 4:1

Potentiel Zeta -15.2 mV -13.3 mV + 2.6 mV +10.2 mV
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Figure 68) Mesure du potentiel Zéta dans du PBSLa mesures du potentiel zéta de
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 a des ratios de chadge2il, 3:1 et 4:1 est effectuée dans
du PBS. Le graphe démontre la transition de chadgative vers la charge positive des
nanocomplexes en ajoutant du peptide.

8- Etude de la biodisponibilité intracellulaire des petides et nanocomplexes par

microscopie confocale

Nous avons étudié la distribution de peptides hifiomnels P1-9Rtc, 9Rrnhodamine B €t

P Irnodamine sdans des fibroblastes déprivés en SVF. Pour obisévocalisation des peptides
par rapport a la Tf, nous avons transfecté desbibstes par des peptides a la fois avec ou
sans la Transferringexafiuor 647(TT Alexafiuor 647- NOUS avons observé que les peptides rentrent
efficacement dans les cellules au bout de 30 mrtokcalisation entre CPP 9R et la Tf est
plutét membranaire alors que la co-localisatiomeelat Tf et le peptide P1 ainsi que la Tf avec
le peptide P1-9R sont plutét cytoplasmiques (Fig.6@ela suggéere que la voie
d’internalisation de CPP 9R est différente par cappux peptides ayant la partie ciblant
RTfl. On peut envisager que CPP 9R utilise une darernalisation autre que le cycle
d’internalisation RTf1/Tf. Le peptide P1 est codfisé avec la Tf mais est rentré moins

effacement par rapport au peptide P1-9R. On peutlae que la partie CPP 9R conjugué a
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P1 favorise I'internalisation par la voie RTf1/Ti elus d’autres voies possibles telles que la

formation d'une micelle inversée caractéristiqueCeP IR,

T Alexa 647 9R Rhodamine B Merge

Tf Alexa647 Pl Rhodamine B Merge

Tf Alexa647 P1-9R _FITC Merge

Figure 69) Co-localisation entre différents peptids et la Tf. Les fibroblastes sont déprivés
en SVF pendant 1 H. Les cellules sont transfeg@e®1-9Rrc, 9Rxhodamine 80U P Rhodamine B

a une concentration finale de 4 UM avec ou saf$aaanuor 6472 UNE concentration finale de
20 pg/ml. Les cellules sont incubées a 4 °C pend@nmn en présence des réactifs pour
bloquer I'endocytose et sont placées ensuite a @7héndant 30 mn. Les cellules sont
observées via le microscope confocal Leica SP&apre fixation par la PFA a 4 %.
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Nous avons incubé ensuite les cellules a 37 °C g@n®0 mn en présence des
nanocomplexes P1-9R froid/ASO-Mkxafiuor 5946t 1a Tf ajexafivor 64z NOUS @avons observé que
'ASO-V1 et la Tf co-localisent dans le cytoplasnee, qui montre que l'internalisation des

nanocomplexes a lieu par le cycle d’'internalisafarf1/Tf (Fig.70).

T Alexa647

ASO-V1_AlexaS9%4

Merge

Figure 70) Co-localisation entre Tfyexa sa7€t ASO-Vlaexasos LeS fibroblastes sont déprivés
en SVF pendant 1 H. Les cellules sont transfeq@e® 1-9R,id ASO-V1pexasosd UN ratio de
charge 5:1 (ASO-V1 a 428 nM et peptide a 4 puM)pedsence de la Adsasiuor 6472 UNE
concentration finale de 20 pg/ml. Les cellules smaubées a 4 °C pendant 30 mn en
présence des réactifs pour bloquer I'endocytossoet placées ensuite a 37 °C pendant 30
mn. Les cellules sont observées via le microscopéocal Leica SP8 apres une fixation par
la PFA a 4 %.
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L’épissage d’ARN pré-messager est un processusagiigu dans le noyau. Il est donc
indispensable que 'ASO-V1 rejoigne le noyau afenabrriger 'anomalie d’épissage exon3-
exon4. Nous avons pu montrer que 'ASOa¥kiuor ssacOmplexé avec le peptide P1-9R froid

a un ratio de charge 5 :1 se trouve dans le no§aarBapres son incubation dans des cellules
a 37 °C (Fig.71).

Figure 71) Distribution nucléaire de 'ASO-V1 dansdes fibroblastes.Les fibroblastes sont
déprivés en SVF pendant 1 H. Les cellules sonsteatées par P1-RBid/ASO-Vpexasosd

un ratio de charge 5 :1 (ASO-V1 a 428 nM et pepdidepM). Les cellules sont incubées a 4
°C pendant 30 mn en présence des réactifs poundldgndocytose et sont placées ensuite a
37 °C pendant 30 mn. Elles sont observées via teostope confocal Leica SP8 aprés une
fixation par la PFA a 4 %.
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CHAPITRE IV/DISCUSSION

Le principale symptdme de la PPE est une réactlurtopoxique a la lumiere du jour et
parfois artificielle qui a un impact majeur surgaalité de vie et les activités professionnelles
et personnelles des patieAts En outre, environ 2 % des patients souffrentégeht d’une
insuffisance hépatique aigué nécessitant une ti@amsgion hépatique de sauvetage suivie si
possible par un greffe de moelle ossetidd.a correction de I'épissage exon3-exon4 du géne
FECH est une approche thérapeutique intéressante p@®RE car I'allele hypomorphe ¢.315-
48C est présent chez plus de 90% des patients.|i3e pne modeste augmentation de
l'activité FECH est suffisante pour changer leuitde sujet malade a porteur asymptomatique
159,29 | 5 correction ou la réorientation de I'épissa¢en doré-ARNm dans un contexte
spécifigue a une mutation représente une modaété&hdrapie génique applicable a de
nombreuses pathologies héréditaffésLa correction du défaut d'épissage de 'ARNmasn t
gue stratégie thérapeutique dans les affectionsléliennes a été proposée en particulier pour
la DMD (géne dystrophine), I'amyotrophie spinajlerie SMN2), le syndrome Hutchinson-
Gilford (géne LMNA), lap-thalassémie (géne HBB) et la fibrose kystique ég€FTR)**®

Les approches les plus avancées utilisant I'oligatide antisens modifiant I'épissage sont
maintenant au stade d’essais cliniques de Phaseolil le traitement de la DMD et
I'amyotrophie spinalé&®.

Nous avons démontré dans une étude précédentéligenucléotide antisens -63-45, ASO-
V1, qui couvre a la fois le site cryptique d’épigs et le site de l'alléle hypomorphe ¢.315-
48C dans l'intron 3 du genEECH, permet de diminuer fortement l'utilisation duesit
cryptigue et de réorienter I'épissage vers le siteepteur physiologique exon3-exon4.
L’administration de 'ASO-V1 de type PMO a une rtoncentration (45uM) dans des
cultures primaires de cellules CD34+ de malades pétitlant toute la durée des cultures a
permis de restaurer une production normale d’ARECH WT et de diminuer chez deux
malades PPE de 44% et 58 % la quantité de la RPtxnhenant a un niveau comparable a ce
qui est obtenu chez un porteur asymptomatifideCes données ont ouvert de nouveaux
horizons pour une thérapie génique non intégratibase d’oligonucléotide antisens pour le
traitement de la PPE.

Dans la perspective d’un traitemeéntvivo chez 'homme, il est impossible d’utiliser par @oi
systémique le PMO-ASO-V1 a une concentration él@igmar une administration répétée en
raison des risques de toxicité importants et deld@ance rénale. Il est donc essentiel
d’adresser de facon ciblée [Ioligonucléotide thérgmue aux cellules érythroides
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meédullaires pour diminuer la concentration d’ASO-Mjectée et augmenter I'efficacité du
traitement en diminuant les risques de toxicité.

Les méthodes d’adressage trés efficaces ont étéloggpées a ce jour par les sociétés
pharmaceutiques Alnylam et ISIS (USA) pour ciblerfbie en utilisant le récepteur aux
asialo-glycoprotéines spécifigues du galactose oentargo, cependant aucune n'est
actuellement disponible pour cibler les progéngeurythroides. Un tel outil serait
déterminant dans le développement de nouveauxerraiits non seulement dans les
porphyries érythropoiétiques, mais aussi dans debreuses maladies eérythropoiétiques
constitutives ou acquises.

Pour I'adressage érythropoiétiques, une cibleittésessante pourrait étre le RTf1 geairmet
d’adresser a toutes les cellules de I'organisméaviif le fer indispensable au métabolisme de
’héme et des clusters fer-soufre. Les progénitéythroides sont des cellules de I'organisme
qui expriment le plus RTfl, dont I'expression dé&bjuste avant celle de la FECH, et la
liaison de I'nolo-Tf & son récepteur induit soreinalisation dans des vésicules endosomales.
Le ciblage de RTf1 est possible par son ligandretla Tf. Cependant, les taux élevés de Tf
libre circulant dans le sang peuvent interférercdes effets de conjugués Tf/ASO conduisant
a une diminution de l'efficacité thérapeutique owrge diminution de l'internalisation de
'holo-Tf. Puisque les conjugués Tf/ASO ont le potentiel efimgir a la fois avec RTf1 et
RTf2 (qui est fortement exprimé dans le foie et pesgéniteurs érythroides), ils peuvent
interférer avec le métabolisme du fer hépatiqueeeiurber I'induction de I'érythropoiese par
'EPO. Le ciblage de RTfl par des peptides ne oibpeas le site de liaison de la Tf pourrait
étre donc une solution pour contourner ces proldéme

Apres le tissu érythroide, le deuxiéme type cellel@xprimant fortement RTfl sont des
cellules endothéliales de la barriere hémato-eraléple. Dans le but d’adresser au systeme
nerveux central des molécules thérapeutiques, Rijun et al ont proposé un conjugué
d'acide myristique-CPP Transportan couplé a unigeegiblant RTf1(THRPPMWSPVWP),
conduisant a l'encapsulation stable de siRNA et sansfert ciblé dans des cellules
cérébrales. Leurs données préliminaires obtenues des astrocytes primaires de souris et
des lignées cellulaires de gliome humain encouttaigetement l'utilisation de RTf1 comme
cargo pour traiter les maladies liées au systémeene centraf®.

Le RTf1 est souvent exprimé par les cellules makga des niveaux beaucoup plus élevés par
rapport aux cellules normales et son expressioh gteel corrélée avec le stade de la tumeur
ou la progression du cancer. La littérature abotedanr I'utilisation de RTfl comme cible

pour la distribution de médicaments anticancéreik, petites molécules, de protéines,
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d'acides nucléiques et méme de nanoparticules atudedans de nombreux types de cellules
malignes continue & croitr®’. Par exemple, l'artémisinine a été conjuguée daiére
covalente a un peptide ciblant RTf1 (P1 : HAIYPRHY se lie a une cavité a la surface de
RTf1. Le fer libéré par la transferrine peut aatiVartémisinine pour générer des radicaux
toxiques pour tuer les cellules. Les conjuguésnasgi@ine-peptide ont montré une activité
anticancéreuse puissante contre les cellules deérnde Molt-4 avec un ciblage
significativement amélioré des cellules cancérepsesapport aux cellules normaf®é
A ce jour, différents peptides ciblant le RTfl awbxs affinités élevées ont été identifies a
partir de protéines d'enveloppe de virus par pliagglay. Afin de faciliter la complexation
de ces peptides chargés positivement avec I'oligéotide de charge négative ainsi que leur
échappement endosomal, ces peptides ont été césjdgumanier covalentes a des séguences
CPPs. Outre I'exemple mentionné au paragraphe geéacd™, différents autres exemples
concernant l'utilisation de CPP 9R en conjugaisovatente avec des peptides spécifiques a
certains tissus pour tester I'efficacité de trarisdé&acide nucléiquén vivo sont déja rapportés
dans le chapitre 1 (Paragraphe F, page 76).
Dans notre travail de thése, nous avons apportpréave de concept d'une stratégie
d’adressage de I'ASO-V1 en ciblant RTf&x vivo, dans des cellules primaires de
progéniteurs érythroides a partir de cellules CD&ds-patients PPE. Nous avons conjugué de
maniére covalente 5 peptides ciblant RTf1 humairaate affinité a deux CPP prometteurs
avec une capacité a se lier a 'ADN et a travdesebicouches lipidiques : 9R et PepFectl4.
Puisque les LNAs posséedent un squelette chargétimégant et peuvent faciliter la
complexation avec des peptides de charge positougs avons utilisé LNA-ASO-V1 pour ce
travail. En plus, les LNAs n’activent pas RNasethb@ssedent une forte affinité pour 'ARN
et une faible sensibilité aux nucléase.
Pour étudier les différents aspects de nos vélsgudptidiques complexés avec 'ASO-V1,
nous avons utilisé différents types de cellules présentent chacune des avantages et
inconvénients par rapport a l'autre.

1- Lignées lymphoblastoides (LBCL)
Les lignées lymphoblastoides sont des lymphocytesrBortalisées par le virus Epstein-Barr
issus de patients PPE (génotype : M/c.315-48 @Q4TJ'un sujet asymptomatique (génotype :
M/c.315-48T/T). Les LBCLs sont des cellules en sasjon de trés petites tailles qui ont une
tendance importante a s'agréger. Le PPIX ne s’aatapas dans ces cellules puisqu’elles ne
sont pas érythroides. Nous avons utilisé cetteédgmpour étudier l'efficacité de nos

nanocomplexes a différents ratio de charge engrgéptides et 'ASO-V1 pour trouver les
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meilleures combinaisons peptidiqgues permettant daeriger l'anomalie d’épissage.
L'augmentation de niveau d’ARNFECH WT due a la correction de I'épissage a été
également évaluée dans cette lignée.

2- Lignée UT7-Epo
Les cellules UT7-EPO sont des cellules érythroiges/enant d’'un patient souffrant de
leucémie mégacaryoblastique chronique et sont dwtgotes pour l'alléle hypomorphe
(c.315-48C/T). Ces cellules expriment fortement REn particulier en cas de carence en fer.
Elles sont polyploides (globalement tétraploidésjoatiennent des noyaux volumineux avec
peu de cytoplasme. Nous ne savons pas combierldalt.315-48C et T sont présents ni
comment sont exprimés ces différents alleles. Déaiteil est difficile d’étudier dans cette
lignée l'augmentation d’ARNFECH WT et la distribution des nanocomplexes au niveau
cytoplasmique. Ces cellules nous ont servit uniceréma étudier la cinétique de correction de
'anomalie d’épissage par les nanocomplexes etndiroter les résultats obtenues dans des
LBCLs.

3- Fibroblastes
Nous avons utilisé des cultures primaires de hilastes humains isolées a partir d'un control
non porphyrique pour les études de distributiorcsliblaire et nucléaire des peptides et de
’ASO-V1 ainsi que leur colocalisation avec la Tes cellules sont adhérentes et possedent
des cytoplasmes bien distincts. Malgré la faibleoression de RTfl, méme aprées la
déprivation des cellules en SVF, nous avons puragbséinternalisation des peptides et des
nanocomplexes ainsi que la localisation de ’'ASOeMhs le noyau.

4- Cellulesprimaires de progéniteurs érythroides a partir de ellules CD34 périphériques
Puisque la PPE est une maladie érythropoiétiqgu¥ @O la PPIX est produite par la moelle
osseuse et 20% par le foig}, le modeéle cellulaire adapté a I'étude de la ative de la
surproduction de la PPIX est la culture de progéird érythroides issus de patients. Ces
cellules nous ont permis d’étudier la correctionl'dé@omalie d’épissage, I'augmentation
d’ARN FECH WT et la diminution de la surproduction de la PRIXr les nanocomplexes
peptide/ASO-V1 (sélectionnés d’apres les expérenteitro). La toxicité et I'impact des
nanocomplexes peptide/ASO-V1 sur la différenciatbma morphologie des cellules ont été
egalement étudiés dans ces cellules. Cependant;etletes ont une faible prolifération
cellulaire et nécessitent de travailler completenadiabri de la lumiere pour ne pas activer la
PPIX produite.

Dans un premier temps nous avons testé I'effeind@e®complexes P1-9R/ASO-V1 et B18-
PepFect14/ASO-V1 (deux peptides donnant de bonstais dans les expériences avec les
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lignées) sur I'épissage exon3-exon4 du gé&teCH dans des progéniteurs CD34+ en
différenciation érythroide présentant un alléle dwprphe mais sans mutatior-ECH
délétére (Sujet D, Tableau 10). On a observé wt pfblongé d’ASO-V1 sur la redirection
efficace de I'épissage qui débute 48 H post tratisie et a dure jusqu'a 120 H apres la
transfection.

Puisque le CPP PepFectl4 a induit une toxicitéééleune diminution importante de la
prolifération et I'induction de la mort cellulairdans des cultures primaires de CD34+, nous
nous sommes concentrés pour la suite du projéésumranocomplexes possédant le CPP 9R.
Les résultats obtenus par six expériences indépéesiaur 'augmentation de 'ARRECH

WT dans des lignées lymphoblastoides de maladesni®i?irent une bonne efficacité des
peptides P1 et B2 que nous avons sélectionnéslga@tudes en progéinteurs érythroides a
partir de cellules CD34+ des patients. Nous avaw$étl'effet des nanocomplexes P1-
9R/ASO-V1 sur I'épissage exon3-exond du géfieCH dans des cellules primaires de
progéniteurs érythroides a partir de cellules CD®étiphériques de trois sujets malades
indépendantes (Tableau 10). Nous avons effectuéxpériences, pour chaque condition, en
six réplicas intra-série. On a observé que l'effatrigeant de I'épissage débute 72 H apres la
transfection et qu’il est accompagné d'une augntemade I'ARN FECH WT et une
diminution significative de la surproduction de RPLe nanocomplexe B2-9R/ASO-V1 a été
également administré avec des conditions d’expéeidentiques a celles de nanocomplexes
P1-9R/ASO-V1 chez le patient C et les résultatemid ont confirmé ce que nous avons
observé avec le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1.

Nous avons vérifié la toxicité des nanocomplexesdea peptides seuls en évaluant les
nombres des cellules vivantes au bleu de tryparusNawvons observé que les peptides
conjugué au CPP 9R avec ou sans ASO-V1 n’'induantun exces de mort cellulaire.

En outre, nous avons démontré, en étudiant les uaarg phénotypiques des cellules
érythroides, que le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 évelit pas la différenciation
érythroides.

La taille des nanoparticules affecte considérabfgmeur élimination de la circulation
sanguine. Les nanoparticules avec le diamétre dydamique inférieur a 5 nm subissent une
clairance rénale et I'excrétion urinaire trés ragitl alors que les nanoparticules avec un
diameétre hydrodynamique de plus de 200 nm présetyigiquement une opsonisation rapide
et une absorption ultérieure par le systéme phagiveymononucléairé®,

Le potentiel z&ta des nanoparticules est clased splatre catégories : + 0-10 mV, + 10-20

mV, + 20-30 mV et> + 30mV correspondant respectivement aux nanop#tctrées
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instables, relativement stables, modérément staiflesés stables®. Il faut prendre en
compte gue cette mesure dépend de nombreusesleareles que le solvant, la température
et le pH. Les nanoparticules ayant une faible vatlipotentiel zéta finiront par s'agréger
entre elles en raison des interactions de typedeaiwVaals.

Nous avons mesuré la taille des nanocomplexes PASERV1 a différents ratio de charge
dans de l'eau, le PBS et le milieMEM complet. Dans les expériences avec différeati® r
de charge de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 dans de, llee partant de 'ASO-V1 a une
concentration fixe sur lequel on ajouté du peptiete/’autre en partant du peptide a une
concentration fixe sur lequel on a ajouté 'ASO-Mus avons observé que la taille de
nanocomplexe est d’environ 90-4#0 nm et est stable dans le temps. Nous avonsvibgee
les nanoparticules formés dans le PBS sont plus ggo rapport a ceux formés dans de I'eau
(180 +/-20 nm). Enfin, nous avons mesuré la tai#denanocomplexe P1-9R/ASO-V1 dans du
milieu aMEM complet, dans le quel la plupart des expérisrae transfectiom vitro ont eu
lieu. La taille de nanoparticule & un ratio de gea3:1 dans le milieu cellulaire est d’environ
95+/-60 nm, ce qui est cohérent avec la taillea®unomplexe dans de I'eau.

En conclusion, notre nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 avee taille hydrodynamique
inférieure a 200 nm et supérieure a 5 nm pourteadt & candidat potentiel pour les essais
thérapeutiquesin vivo puisqu’il ne sera pas phagocyté par le systémegquydaire
mononucléaire du sang ou éliminé par le rein.

Nous avons mesuré le potentiel zéta pour les ralgosharge 1:1, 2:1, 3:1 et 4:1 entre le
peptide et ASO-V1 dans de I'eau et du PBS. Nousxs\abservé une transition de charge
négative vers positive a partir de ratio de chagk dans les deux milieux. Le potentiel zéta
des nanocomplexes augmente lorsqu’on ajoute plyzeptide sur 'ASO-V1. Cela suggere
gue pour les expériencasvivo les ratios de charges plus élevés augmenterobaplement

la stabilité de nanocomplexes dans le sang et tsdamt plus efficaces. Nous avons effectué
toutes nos expériences fonctionnelles dans dade®lLBCLs, des UT7-EPO et des cellules
primaires de progéniteurs érythroides a partirakiles CD34+ périphériques avec un ratio
de charge 5 :1 entre le peptide et 'ASO-V1. Orffacivement observé dans nos premiers
essais visant a rechercher le meilleur ratio degehaine forte correction de I'épissage exon3-
exon4 du gen&ECH dans des cellules transfectées par différents amemplexes avec des
ratios de charge qui s’élevent a 30 :1. Cependantoxicité induite par certains de ces
peptides complexés a ASO-V1 a des ratios de chaayes limite leurs utilisations avec de

telles concentrations chez les souris et nécedsgenises au point plus précises en diminuant
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la concentration d’ASO-V1, ce qui permet de dimmleeconcentration du peptide tout en
conservant un ratio de charge élevé.

Nous avons également étudié la distribution desigepP1-9Rrc, IRRnodamine 8EL P Rhodamine

s dans des fibroblastes. Nous avons transfectéiliebliastes par ces peptides a la fois avec
ou sans la transferringafiuor 647 L€S peptides P1, 9R et P1-9R se sont trouvés kans
cytoplasme 30 mn aprés l'incubation des cellul& &C. L’aspect de fluorescence pour 9R
et P1-9R est diffus et le signale de fluorescerstephis intense par rapport aux cellules
transfectées par P1 seul. Cela confirme la forfmciéé de 9R a adhérer et traverser les
membranes cellulaires et signifie que le peptidenistionnel rentre dans les cellules en plus
de la voie d’endocytose de RTfl, par une autre dirdernalisation caractéristigue du CPP
9R telle que laformation d'une micelle invers&&. Les peptides 9R et P1-9R se trouvent
également dans le noyau, ce qui est compatible lgeétudes précédentes qui montrent
gu’au moins six résidus arginine sont nécessamas permettre une accumulation de CPP 9R
dans le noyaut®’. La colocalisation entre P1 ou P1-9R avec la fearise est plutot
cytoplasmique alors qu’entre 9R et la transferale est plutdt membranaire. L’absence de la
partie ciblant RTf1 pourrait donc étre a I'origide voies d’internalisation séparée entre 9R et
la transferrine. Pour étudier la distribution suldaire de 'ASO-V1, nous avons formeé des
nanocomplexes P1-9Rtc/ASO-Vlaexa 504 @ UN ratio de charge 5:1, avec ou sans la
transferrineaexa 64z NOus avons pu détecter 'ASO-V1 dans le noyau (oligbnucléotide
devrait cibler 'ARN pré-messager) 30 mn apresclibation des cellules a 37 °C. Ceci est
compatible avec ce que nous avons déja observieffat d’ASO-V1 adressé aux cellules
via le peptide bifonctionnel P1-9R sur la correatit® I'épissage exon3-exon4 du g&iCH

a la foisin vitro etex vivo.

L’ensemble de ces résultats suggerent que la gieatle ciblage de RTfl par les ligands
RTf1-CPP pour adresser ASO-V1 aux cellules érytla®ien différenciation pourrait étre un
traitement efficace chez plus de 90% des patieRts. RJne caractéristique importante de
cette stratégie thérapeutique est que la corresioproduise dans le géne endogéne qui est
transcrit dans son environnement physiologique,éamant ainsi son expression excessive ou
inappropriée ou un probleme de mutagénese insedilen Puisque la correction aura lieu
dans les érythroblastes médullaires et persisina bbs érythrocytes en circulation avec une
durée de vie d'environ 120 jours, les effets ditetm@ent par I'oligonucléotide antisens seront
probablement prolongés. En outre, le traitementrpheologique est plus facile a administrer
gue la thérapie génique somatique et il pourratildment étre arrété en cas d'effets

indésirables.
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CHAPITRE V/ PERSPECTIVES

Nous avons apporté par ce travail la preuve de egirex vivo en culture primaire de
progéniteurs érythroides de patient PPE, I'effigade la méthode d’adressage de 'ASO-V1
via des peptides bifonctionnels ligand RTf1-CPPtir&l@rochaine étape sera d’apporter la
preuve de concejph vivo de cette stratégie d’adressage.

Pour I'étape suivante, nous allons nous conceantnele peptide P1 car en plus de son affinité
élevée pour RTfl (avec un Kd d'environ 10 nM compoer I'holo-Tf vis a vis de son
récepteur?)), son site de liaison a ce récepteur est diffédentelui de la Tf. Ainsi, la Tf
endogene n'inhiberait pas l'absorption de veéhicyteptidiques constitués de P1 et
inversement?®,

Pour le choix d’un CPP favorisant la sortie endaaemnotre candidat principal est un CPP
réductible, rPOA (reductible poly-Arginine) compod&nités peptidiques Cys-(D-R9)-Cys
reliées entre elles par des ponts disulfures éedrgroupements cysteinyl et thiol du peptide.
La polymérisation de Cys-(D-R9)-Cys en rPOA a dauantages : i) la masse molaire élevée
du peptide polymérisé augmente la stabilité desocmmplexes dans des conditions
extracellulaires, ii) le rPOA étant un polypeptidluctible peut se fragmenter en Cys-(D-
R9)-Cys dans des environnements cellulaires rédluts a la présence de glutathion qui
contrble le niveau d’oxydoréduction dans les ddfés compartiments cellulaires. Une fois
arrivé dans le cytoplasme, les ponts disulfuregalypeptide sont réduits et ainsi I'acide
nucléique est plus facilement libéré dans le cytpsar rejoindre le noyatf.

Nous avons montré que le peptide P1 conjugué A[@4R9)-Cys complexé avec 'ASO-V1
(formant les nanocomplexes P1-9R/AS0O-V1) a augmkntéveau d’ARNFECH WT et a
diminué significativement le niveau d’accumulatide PPIX, ex vivo, dans des cellules
primaires de progéniteurs érythroides a partir ebules CD34+ des patients PPE sans
affecter leurs différenciation, ni induire de taéc

L’ensemble de ces données montrent que Pl powtat un candidat prometteur pour
'administration ciblée d’ASO-V1 chez les patieRBE.

Les étapes suivantes de notre travail seront :

|- Etudier différents aspects du peptide P1 dans diffénts modéles cellulaires.
1-La localisation subcellulaire de nanocomplexe9RIASO-V1 et de la Tf sera étudiée au
cours du temps par I’Amnis dans des cellules epengson telle qu’'UT7-EPO. Nous pouvons
eégalement vérifier le niveau d’accumulation de PRiXultanément avec la localisation

subcellulaire de peptide et d’ASO-V1 dans des pritgérs érythroides a partir de cellules
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CD34+ des patients PPE. L’Amnis combine la viteks@uissance statistique et la sensibilité
de fluorescence de la cytométrie en flux avec tesibilités fonctionnelles de la microscopie
a haute résolution.

2-L’activité enzymatique FECH et la quantité detpnoe FECH apres I'administration de
nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 seront étudiés dans igagéds lymphoblastoides issues de
patients PPE.

3-L’impact de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 sur le méliame du fer sera évalué dans des
cellules UT7-EPO, des fibroblastes et des celloé&gsatocytaires HepG2.

4-Enfin, linternalisation de peptide P1-9R seraidéde dans la culture primaire de
fibroblastes de souris pour évaluer la spécifidigsspéce de peptide par rapport au RTfl de

souris.

Il- Preuve de concepin vivo du traitement par les nanocomplexes P1-9R/ASO-
V1 dans des modéles murins humanisées de PPE.

Il existe deux modeles murins PPE : I'un qui présem phénotype récessif et a une mutation

homozygote faux-sensech™Pas

189,304

produit par mutagenese au N-ethyl-N-nitrosouré WEN
et 'autre qui a une délétion de I'exon 10 donnamallele nul, |étal a I'état homozygote
et qui a I'état hétérozygote reproduit partielletienphénotype humain, car il présente une
accumulation de PPIX modérée sans présenter laggmsibilité cutané&”.

A- Production des modéles murins PPE présentant de llale hypomorphe
1-Récemment un modéle murin humanisé par la préstmntalléle hypomorphe ¢.315-48C a
été crée par le Pr E. Mind& (zurich University, Switzerland). Les animaux reguisent
bien 'anomalie d’épissage entre exon3 et exon4 malheureusement présentent aussi une
autre anomalie d’épissage de I'exon3 qui est tr@@mtairement épissé. Au total cette lignée
peut étre utilisée pour étudien vivo la correction de I'anomalie d'épissage par les
nanocomplexes mais pas pour les analyses phénoggpmus complétes.
2-Nous proposons aussi et surtout un modéle de xéfiegde moelle humaine dans des
souris immunodéficientes NSG c¢-Kit’. Des mutations dans le récepteur Kit améliorent la
greffe de HSC transplantés chez les souris samsunieca une irradiation. Ces souris
permettent le développement complet d’'une érythiggm humaine sur plusieurs semaines.
Cette méthode de choix est partiellement intéréssaar elle permet d’apporter une preuve de

conceptin vivo dans des cellules humaines et donc sans étrepgéihe barriere inter-espece.
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B- Les étudesn vivo
Les globules rouges ont une durée de vie longu#igud une administration IP a long terme
(6 semaines) pour analyser des parameétres comyria :.quantité d'’ARNnFECH WT, ii)
l'activité FECH, iii) le niveau de PPIX dans de®lglles rouges périphériques et dans la
moelle osseuse et iv) la photosensibilité cutaa@es une exposition a une lumiére visible
calibrée. Le métabolisme du fer sera étudié égaleateez les souris recevant des traitements
a long terme en mesurant les parametres classiques.
Les études de correction phénotypique a long tefams des modeles murins PPE seront tres
importantes en tant qu'essai préclinique de la @Rourraient étre utilisables dans d'autres

approches de thérapie génique non intégrativesgiautres maladies hématopoiétiques.
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Protoporphyrie Erythropoiétique : Thérapie géniquenon intégrative par oligonucléotide antisens adregs
par peptides bifonctionnels RTf1-CPP

La protoporphyrie érythropoiétique (PPE) est unéadia héréditaire rare caractérisée par un déditiactivité
FECH responsable d'une accumulation de PPIX. Elenanifeste par une photosensibilité trés invatielat
n'existe pas de traitement efficace pour la PPE6 Qtes malades présentent un allEECH hypomorphe
(c.315-48C) en trans d'une mutati®BCH délétére, ce qui entraine une diminution de |'@&iFECH résiduelle
dans les érythroblastes en dessous d'un seuguiti'environ 35% de l'activité normale. L’allelgpbmorphe
(c.315-48C) favorise I'utilisation d'un site crypte d'épissage situé en -63 de l'intron 3 génénanARNmM
FECH incluant une partie de l'intron 3 et possédantcodon stop prématuré. L’ARN est alors dégradé par
NMD pendant sa maturation. Nous avons déja idéntifi oligonucléotide antisens (ASO-V1) qui redirige
I'épissage vers le site accepteur physiologiquiénteon 3 et augmente la production d’ARRECH WT. Nous
avons développé par ce travail une nouvelle stiaidgdressage d’ASO-V1 en utilisant des peptidekat le
récepteur de la transferrine (RTf1l) qui est expramén niveau trés élevé dans les progéniteurs réigis en
différenciation concomitamment a la FECH. Nous avadéveloppé des peptides bifonctionnels a partr de
séquences peptidiques ciblant le RTf1 tout en deplant a des séquences Cell Penetrating PeptidB)(Gui
facilitent la sortie de 'ASO-V1 de la vésicule estmale. Aprés la transfection des lignées lympxibides de
malades PPE par différents nanocomplexes RTf1-CBO®AX1, nous avons pu montrer que plusieurs des
peptides bifonctionnels utilisés permettaient uedirection efficace et prolongée de I'épissage tiqye vers
I'épissage physiologique exon3-exon4 et que cefenpitait une correction des taux d’ARRECH WT. Nous
avons ensuite testé I'effet des nanocomplexes RHAP/ASO-V1ex vivo, dans les progéniteurs érythroides en
différenciation de différents sujets atteints deERR nous sommes arrivés a augmenter I'ARBCH WT et
diminuer significativement I'accumulation de la RRlans ces cellules par rapport a celles trangsqgb@r des
nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-Mock. La prochaine étigprotre étude serait d’apporter la preuve deegnc
invivo, dans un modéle murin humanisé de PPE aprés tigtration de nanocomplexes RTf1-CPP/ASOV1.

Mots-Clés : Thérapie génique, Protoporphyrie Egpliétique, Oligonucléotide antisens, Peptide GaRjd1,
CPP

Erythropoietic protoporphyria : Non-integrative gene therapy by antisense oligonucleotide addressed by
TfR1-CPP bifunctional peptides

Erythropoietic protoporphyria (EPP) is a rare hdesy disease characterized by a deficiency in FECHity
responsible for the accumulation of PPIX. EPP isifeated by a very disabling photosensitivity. Téhé no
effective treatment for EPP. 95% of the patientsspnt a hypomorphic FECH allele (c.315-48C) indraha
deleterious FECH mutation, resulting in a decréaseesidual FECH activity in erythroblasts belovergtical
threshold of about 35% of normal activity. The hymphic allele (c.315-48C) promotes the use ofygptar
splicing site located at -63 of the intron 3 getiatpa FECH mRNA including a part of the intron Bda
possessing a premature stop codon. The RNA is tlegmaded by NMD during its maturation. We have
previously identified an antisense oligonucleo{d&0-V1) that redirects splicing to the physiolaiacceptor
site of intron 3 and increases the production of WHCH mRNA. Here, we developed a new ASO-V1
addressing strategy using transferrin receptor I Rfrgeted peptides. TfR1 is expressed at a vigtylbvel in
differentiating erythroid progenitors concomitantith FECH. We developed bifunctional peptides from
peptide sequences targeting TfR1 while couplingnth® Cell Penetrating Peptide (CPP) sequences that
facilitate the release of ASO-V1 from the endosowesicle. We transfected the lymphoblastoid cekdi from
EPP patients by different TfR1-CPP/ASO-V1 nanocaxet and we demonstated that several of the
bifunctional peptides allowed an efficient and prajed redirection of the cryptic splicing towarte &xon3-
exon4 physiological splicing and the correctiontltd WT FECH mRNA levels. Then, we tested the effect of
TfR1-CPP/ASO-V1 nanocomplexesx vivo, in differentiating erythroid progenitors of difemt EPP subjects
and we were able to increase VWFECH mRNA and decrease significantly the accumulatibthe PPIX in
these cells compared to those transfected by TfRR/ESO-Scr nanocomplexes. The next step of ourystud
would be to provide a proof of concept,vivo, in a humanized murine model of EPP after the adnation of
TfR1-CPP/ASOV-1 nanocomplexes.

Keywords : Gene therapy, Erythropoietic protoporghyantisense oligonucleotide, peptide cargo, TIRRP
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