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RESUME (FRANCALIS)

Le but de cette maitrise était de développer un promoteur permettant
I’expression efficace et spécifique d’une protéine thérapeutique dans les muscles.
Un tel promoteur est essentiel pour traiter, par thérapie génique, une maladie
incurable telle que la dystrophie musculaire de Duchenne.

La premiére partie de ce travail consiste a construire des promoteurs
muscles spécifiques puissants a partir des éléments génétiques du géne de
I’isoforme lente de la troponine I humaine (TnIS). Les éléments génétiques
contrélant I'expression de la TulS, une protéine abondante des muscles, sont tres
bien caractérisés. Un petit activateur (USE) confére la spécificité aux fibres
musculaires lentes. Une délétion de 100 pb en position 5° de I’activateur USE crée
un activateur (AUSE) lequel confére une expression dans les fibres musculaires
lentes et rapides. Afin d’obtenir une expression efficace et muscle spéciﬁque,
plusieurs constructions plasmidiques ont été produites par la fusion d’activateurs
USE ou AUSE au promoteur minimal du gene TnIS. La puissance de ces
constructions a été comparée a des promoteurs viraux puissants (CMV et CB) ainsi
qu’a d’autres promoteurs muscles spécifiques. Des études de transfections
transitoires ont permis de déterminer que l’activité des constructions contenant
trois copies du USE ou quatre copies du AUSE est semblable a celle du CB et plus
puissante que celle du CMV. De plus, les promoteurs développés avaient tous une
activité trés faible dans les cellules noh musculaires. Nous avons également
démontré que les promoteurs développés sont aussi actifs que les promoteurs
viraux de plasmides dans les muscles de souris apreés électroporation.

La deuxiéme partie de ce travail consiste a tester I’efficacité de 2 de ces
promoteurs a I’aide de vecteurs adénovirus de troisiéme génération (HDAd) en
cultures cellulaires et dans les muscles de souris. Malheureusement, pour une
raison encore sous investigation, 1’efficacité des HDAd muscles spécifiques était
inférieure au contrdle utilisant le promoteur CB. En résumé, la multimérisation
des activateurs USE ou AUSE génére des promoteurs muscles spécifiques
puissants. Cependant, leur spécificité musculaire (fibres lentes vs rapides) et leur

efficacité a partir de vecteur viraux restent a démontrer.
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musculaire de Duchenne.



RESUME (ANGLALIS)

Our goal was to develop a strong muscle specific promoter for the
expression of a therapeutic protein in skeletal muscles. This type of promoter is
essential for the treatment by gene therapy of a fatal disease such as Duchenne
muscular dystrophy.

The first part of this work consisted in developing muscles specific
promoters derived from the genetic elements of the human slow isoform of
troponin [ (TnIS). The genetic elements controlling the expression of TnlS, an
abundant muscle protein, are relatively well characterized. A small upstream
enhancer of 160-bp (USE) confers slow-twitch muscle fiber specificity. A 100-bp
deletion at the 5’ end of USE, generates a muscle specific enhancer (AUSE) that
confers expression in slow- and fast-twitch muscle fibers. To obtain efficient and
muscle specific expression, we generated several constructs containing several
copies of USE or AUSE fused to the minimal promoter of the TnIS gene. The
strength of these constructs was compared to strong viral promoters (CMV and
CB), and to constructs derived from the genes of muscle specific proteins.
Transient transfection studies in cell cultures showed that some of the TnIS
constructs containing three USE or four AUSE were comparable to CB and
stronger than CMV. Moreover, these constructs had a very weak activity in the
non-muscle cells. We showed that the strength of these constructs was similar to
the strength of viral promoters after in vivo electroporation of plasmid DNA into
mouse muscle.

The second part of this work was to evaluate the strength of these muscle
specific promoters in the context of a helper-dependent adenovirus (HDAJ) in cell
culture and in the in vivo mouse muscles. Unfortunately, for an unknown reason,
the efficacity of the muscles specific HDAd was lower than the control containing

the CB promoter.

In summary, multimerizaion of USE and AUSE generated powerful
muscle-specific regulatory elements. However, their fiber specificity (slow fiber

vs fast) and efficacity using HDAd remain to be shown.
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Section 1 :
Revue de littérature



1.1 Le muscle squelettique

1.1.1 Anatomie

Chacun des mouvements volontaires du corps est sous le contrdle des cellules
musculosquelettiques. Le muscle squeléttique des vertébrés est constitué d’un
faisceau de fibres paralléles que I’on nomme fibres musculaires. Ces longues fibres
multinucléées et cyclindrées ont un diamétre variant de 10 a 100 um et une longueur
pouvant atteindre jusqu’a 30 cm (1). La fibre musculaire est elle-méme composée de
myofibrilles, de mitochondries et de réticulum endoplasmique (1). Les myofibrilles
sont constituées de plusieurs structures contractiles dont les myofilaments (figure 1).
Les fibres musculaires sont formées suite a la fusion des précurseurs des fibres
musculosquelettiques, les myoblastes, eux-mémes dérivés des somites lors du
développement embryonnaire. Suite a une période de prolifération, les myoblastes se
différencient changeant ainsi de phénotype. Lors de cette différenciation, les
myoblastes se fusionnent a des fibres musculosquelettiques multinucléées nommées
myotubes. Ce processus de fusion implique des molécules d’adhésion spécifiques.
Lorsque la différenciation est terminée, les cellules ne pourront plus répliquer leur
génome, ni se diviser (2). De plus, les fibres vont exprimer des génes spécifiques
pour les muscles (3). Suite a la formation de la lamine basale, les cellules satellites
seront visibles au pourtour de la fibre musculaire. Ces cellules satellites sont des
cellules mononucléées impliquées dans le processus de régénération musculaire. Les
cellules satellites sont dans une phase quiescente jusqu’a ce qu’elles soient activées

lors de dommages musculaires.



Figure 1 : Structure du muscle squelettique
Le muscle squelettique se compose de faisceaux de fibres musculaires multinucléées, elle-méme
constituée par les myofibrilles. Tortorat et a/ (1994) (1).

La contraction du muscle squelettique a lieu suite a la stimulation par le
neurone moteur. Cette contraction des muscles striés est régulée par les complexes
de tropomyosine et de troponine localisés sur les filaments fins d’actine des
myofibrilles (4). Le complexe de troponine consiste en trois polypeptides soit la
troponine I, T et C (figure 2). La troponine C (TnC) est la sous-unité liant le Ca’" et
son inhibiteur, la troponine [ (Tnl). La troponine T (TnT) est la sous-unité qui ancre
le complexe de troponine au filament fin d’actine par sa liaison au complexe de
tropomyosine. Ensemble, ce complexe prévient ’interaction de l’actine et de la
myosine lorsque le muscle est en position de relaxation. Trois isoformes Tnl ont été
identifiés dans les muscles rapides, lents et cardiaque (5). Ces isoformes sont

nommés troponine I rapide (TnlF), lente (TnlS) et cardiaque (TnIC). Chacun des
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isoformes est encodé par un gene distinctif (6-8). La TnlIS sera exprimée
majoritairement lors du développement foetal précoce des muscles squelettiques
tandis que I’isoforme rapide sera exprimé dans tous les myotubes durant le
développement foetal tardif et néonatal. Finalement, I’expression spéficique au type
de fibres sera établie lors de la croissance néonatale (9). Il a été démontré que
I’expression des différents isoformes de la Tnl est régulée par des régions présentes

en position 5’ de leur géne respectif.

Q Actine G ey Tropomyosine 'b Complexe Troponine

Figure 2 : Structure d’un filament fin d’actine

Le complexe de la troponine est composé de trois sous-unités, la troponine I, la troponine C et la
troponine T.

Figure adaptée du Professeur Aristide Lafleur.

1.1.2 Les types de fibres musculaires

Les fibres musculaires ont connu de nombreux systémes de classification.
Dans les années 70, Padykula et Ganthier ont suggéré une classification des fibres
basée sur la morphologie et le contenu en mitochondrie (10). Plus tard, Dubowitz,
grace a I’étude de I’histochimie des pathologies musculaires, a établi un nouveau
systéme de classification. Les fibres musculaires sont désormais classées en
2 catégories; type 1 et type II (10). Les fibres sont distinguées selon leur
métabolisme, c’est-a-dire leur teneur en enzymes oxydatives et glycolytiques, en
phosphorylase ainsi que leur activité ATPasique (adénosine-triphosphatase). Cette
classification repose aussi sur le polymorphisme des chaines lourdes de la myosine

(MHC = Myosin Heavy Chain) (11). La classification va ainsi :

Fibres de type I : fibres oxydatives a contraction lente et résistantes a la fatigue.
Elles contiennent I’isoforme de Type I de la MHC. Ces fibres contiennent un taux de

phosphorylase et une activité ATPasique faible. Elles scindent donc lentement I’ATP



(adénosine-triphosphate). Elles ont un diamétre moyen d’environ 58 um chez les
femmes et 62 pm chez les hommes (10). Ces fibres sont trés sollicitées lors de
mouvements répétitifs et demandant beaucoup d’endurance. Chez I’homme, ces
fibres se retrouvent majoritairement dans les muscles posturaux et dans les muscles
des jambes d’un coureur de fond. Chez la souris, le soleus est un muscle constitué de

fibres de type I dans une proportion d’environ 50%.

Fibres de type IIA : fibres oxydatives et glycolytiques a contraction rapide et
résistantes a la fatigue. Elles contiennent I’isoforme de Type IIA de la MHC. Ces
fibres ont une activité ATPasique élevée ainsi qu’un diamétre moyen d’environ

50 pm chez les femmes et 69 pm chez les hommes (10).

Fibres de type IIB: fibres glycolytiques 4 contraction rapide et sensibles a la
fatigue. Elles contiennent I’isoforme de Type IIB de la MHC. Elles ont un diamétre

trés large et une activité ATPasique élevée.

Un troisiéme type de fibres de type II peut étre retrouve soit les fibres de
type IIX (11). Habituellement, le pourcentage de ces fibres au sein d’un muscle est
faible puisque, lors d’un entrainement physique quelconque, elles sont converties en
fibres de type IIB (12). Tel que mentionné précédemment, les fibres musculaires
peuvent aussi €tre distinguées selon leur métabolisme. Les fibres oxydatives
produiront de 1’énergie selon le systéme aérobique. A 1’opposé, les fibres
glycolytiques produisent leur énergie grice au systéme anaérobique. Ces fibres
réagissent donc rapidement a I’effort en utilisant rapidement leur réserve de
glycogéne (12). Chez I’homme, chacun des muscles squelettiques est constitué d’une
combinaison des divers types de fibres. Dans un muscle squelettique, les cellules
musculaires sont regroupées en une unité motrice qui ne contient qu’un seul type de
fibres. L’unité motrice est formée par un seul neurone moteur ainsi que les fibres
qu’il régit. Lorsque le neurone envoie un signal, toutes les fibres constituant 1’unité

motrice se contracte simultanément.



1.1.3 Régénération musculaire

Le muscle squelettique a la capacité de se régénérer lors de dommages. La
régénération musculaire sera toujours effectuée par le méme processus
indépendamment du type de traumatisme (13). La régénération musculaire est
effectuée en deux étapes successives; la phase initiale non inflammatoire et la phase
de dégénérescence inflammatoire. La phase initiale non inflammatoire se limite aux
minutes suivant le traumatisme et elle se caractérise par I’entrée de calcium
extracellulaire et par la désintégration des organites cellulaires. La phase de
dégénérescence inflammatoire est caractérisée par 1’envahissement des cellules
immunitaires au site de dommages. Les macrophages présents au site de
dégénérescence émettent des produits chimio-attractants qui attireront les myoblastes
dérivés des cellules satellites. Tel que mentionné auparavant, les cellules satellites
sont des cellules mononucléées localisées entre la lamine basale des fibres
musculaires et le sarcolemme. Lors de dommages musculaires, les cellules satellites
seront rapidement activées et elles proliféreront. Une partie des cellules issues de
cette prolifération retrouveront leur état de cellules quiescentes ce qui permetra de
maintenir le bassin de cellules progénitrices. La seconde partie poursuivra sa
différenciation en myoblastes. Trois jours suivant |’activation, les myoblastes dérivés
des cellules satellites entreront dans une phase de prolifération. L’ancienne lamine
basale se désintégrera et les myotubes formés par la fusion des myoblastes formeront
une nouvelle lame basale. Les myotubes se distinguent des myoblastes par leurs

nombreux noyaux.



1.2 La dystrophie musculaire de Duchenne

1.2.1 Historique

La dytrophie musculaire de Duchenne (DMD) a été caractérisée en 1861 par
le physiologiste Duchenne de Boulogne (Guillaume Benjamin Amand Duchenne,
1806-1875). 1l fut le premier & attribuer les symptomes de cette pathologie a une
tamille de myophatie particuliere (14). Cette pathologie porte son nom, méme si
deux médecins, William John Little (1810-1894) et Edward Meyron (1807-1880) ont
préalablement décrit cette maladie dans les années 1850. Duchenne attribua les
symptomes de cette maladie a un désorde cérébral et lui donna I’appellation de
«paralysie hypertrophique de 1’enfance». Environ sept ans plus tard, en 1868, il
établit que cette maladie était reliée au systéme musculosquelettique suite a
’observation de plusieurs cas de cette derniére (14). Duchenne fut le premier a initier
des recherches cliniques sur des patients atteints de cette maladie (15). Parmi ses
nombreuses découvertes, il décrivit le remplacement du tissu musculaire par du tissu
fibreux grace a des biopsies musculaires. Ses nombreux travaux lui ont valu

I’attribution de son nom a cette pathologie.

Prés de 20 ans s’écoulent avant que ’on attribue cette maladie & une cause
génétique. En effet, en 1886, Gowers (William Richard Gowers, 1845-1915) observa
que les cas isolés de dystrophie étaient de faible pourcentage par rapport aux cas
familiaux dont la famille maternelle avait des aﬁtécédents en cette matiére. 1l parvint
donc a démontrer le caractére héréditaire de cette maladie. Il observa aussi que les
garcons étaient plus touchés par cette myopathie. Il y a maintenant plus de 20 ans, en
1986, le géne responsable pour la dystrophie musculaire de Duchenne était identifié
(16). Un an plus tard, la protéine codée par ce géne, la dystrophine, était a son tour

identifée (17).
1.2.2 La pathologie

La DMD est la plus commune des maladies neuromusculaires récessives liées
au chromosome X. Par conséquent, les garcons sont généralement les seuls a souftrir

de cette maladie (15). Elle affecte les populations mondiales avec une incidence d’un
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homme a toutes les 3 500 naissances (15). Les patients sont, dans les premieres
années de leur vie, cliniquement normaux. Toutefois, des analyses histologiques et
sanguines peuvent révéler chez certains une nécrose des fibres musculaires ainsi
qu’un niveau anormalement élevé d’isoformes de créatines kinases sériques (18). Les
créatines kinases interviennent lors de 1’effort musculaire. Lorsqu’il y a une
accumulation d’ADP, cet enzyme la catalyse en ATP. Lors de la dégénérescence des
fibres musculaires, la créatine kinase est libérée dans le sang, d’ou son taux élevé

chez les patients souffrant de la DMD.

Les premiers signes de faiblesse musculaire sont caractérisés par une
démarche chancelante, des chutes fréquentes, une difficulté a courir, un élargissement
des muscles du mollet, un accroissement de la courbure convexe de la colonne
vertébrale ainsi qu’une difficulté 4 monter les escaliers (19-21). Ces premiers
symptomes de la maladie peuvent étre observés vers 1’dge d’environ 2 a 5 ans
(19-21). Subséquemment, s’ensuivent une pseudohypertrophie des muscles du mollet
et une faiblesse des membres proximaux. La dégénérescence affectant initialement
les muscles proximaux, progressera vers une faiblesse des muscles des membres
inférieurs. La progression de la maladie sera constante tout au long de la vie du
patient. Vers I’4ge d’environ 12 ans, on observe une perte de mobilité et les patients
devront utiliser un fauteuil roulant pour leurs déplacements (15;22). La pathologie
est due au remplacement des muscles endommagés par des tissus conjonctifs et
fibreux, ce qui aura pour conséquence la diminution de la fonctionnalité des muscles.
Dans les muscles des patients atteints de la DMD, la régénération muscﬁlaire
diminuera graduellement et le cycle normal de dégénérescence et de régénération ne
sera plus en équilibre. La dégénérescence sera plus importante que la régénération.
Dans les muscles atteints, les cycles de nécrose et de réparation continueront apres le
développemement de 1’enfant jusqu’a ce que la réserve de cellules satellites ne puisse
plus compenser la destruction des fibres (23). De plus, ’activation de plusieurs
processus pathophysiologiques converge vers une altération du calcium intracellulaire
(24). Cette altération est due a une modification de la perméabilité des fibres
entrainant une entrée massive d’ions calciques. Chez les patients diagnostiqués avec
la DMD et les souris mdx, les niveaux de calcium intracellulaire sont élevés en

comparaison a des contrdles (25;26). L’augmentation en ions calciques résulte en



une hyperactivité des cascades de signalisation impliquées dans la réponse
inflammatoire (27). Cette sensibilité des muscles atteints par la DMD peut étre
nuisible pour la survie du muscle. L’entrée massive d’ions augmente la dégradation
des protéines. La membrane musculaire affaiblie ne résistera plus 5 la contraction

musculaire.

Au stade le plus avancé, tous les muscles squelettiques sont touchés ce qui
conduit a une contracture articulaire et wune cyphoscoliose progressive.
Inévitablement, les muscles respiratoires seront eux aussi affectés. Les échanges
gazeux seront alors de plus en plus difficiles. Le décés des patients est causé par la
rétention du monoxyde de carbone et a une anoxémie. Dans 10% a 40% des cas, le
déces survient suite a une insuffisance du muscle cardiaque, lui aussi touché par la
nécrose musculaire (28). Les patients atteints de la DMD décédent habituellement
vers la fin de I’adolescence ou au début de la vingtaine (15). Des mesures telles que
la stabilisation de la colonne vertébrale, le port de prothéses orthopédiques et des
meécanismes favorisant la ventilation sont des mesures qui peuvent améliorer la
qualité de vie des patients. Cette maladie dévastatrice, malgré 150 ans de recherches,

est encore, 4 ce jour, incurable.

Bien que les hommes soient majoritairement les seuls a étre touchés par cette
myopathie, certaines femmes 'peuvent aussi en étre affectées. Les femmes porteuses:
du gene de la DMD sont habituellement asymptomatiques puisqu’elles possédent
deux chromosomes X. On dénote toutefois un taux élevé de créatine kinase sérique
chez 66 % d’entre elles (29). Quelques cas de femmes atteintes de la DMD ont été
" rapportés au fil des ans. Elles sont généralement atteintes du syndrome de Turner
(XO) ou de Turner mosaique (X/XX ou X/XX/XXX). La DMD peut également étre
la conséquence d’une structure anormale, d’une translocation autosomale sur le
chromosome X ou de I’inactivation sur le chromosome X normal entrainant ainsi
I’expression du gene muté présent sur le second chromosome X
(30-34). Dans un cas sur 10 000, I’anomalie est attribuable & une nouvelle mutation
dans le gene de la dystrophine (35-37). Les femmes atteintes de la DMD présentent

des symptémes moindres que les hommes et les symptdmes débutent habituellement
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vers 1’dge adulte (29). Ces femmes présentent des symptomes tels qu’un déficit

moteur des membres inférieurs avec une pseudo-hypertrophie musculaire des mollets.

1.2.3 La cause genétique

L’identification du locus de la DMD (1986) et de son produit, la dystrophine
(1987) par le groupe de Kunkel, a conduit & I’amélioration de 1’établissement du
diagnostic et de 1’identification des porteurs du géne. Cette découverte a aussi permis

de grandes avancées dans la recherche contre cette maladie.

Le geéne de la DMD encode la protéine de la dystrophine. La présence de
mutations dans ce gene résulte en une absence ou une expression d’une forme
mutante de la protéine causant ainsi le phénotype de la maladie (17). Chez ’humain,
le géne de la dystrophine se situe sur le chromosome X, sur le locus Xp21 plus
précisément. La séquence de ce géne fait environ 2,5 mégabases d’ADN, ce qui en
fait le plus grand géne identifié a ce jour. Le géne de la dystrophine occupe environ
2% du chromosome X et environ 0,05% du génome humain entier (15). Ce gene est
compos¢ de 79 exons dont le transcrit codant est d’environ 14 kilobases. Ce transcrit
est exprimé principalement dans les muscles lisses, squelettiques et cardiaque
(38-40). L’extréme longueur du géne de la dystrophine pourrait expliquer la
fréquence relativement élevée du nombre de mutations ainsi que I’incidence élevée de

la DMD (41).
1.2.4 La dystrophine

Le geéne de la DMD, di a sa grande taille, peut produire plusieurs isoformes
de la dystrophine grace a ’'usage de sept promoteurs alternatifs et a 1’épissage
alternatif du pré-ARN messager. Dans les muscles squelettiques et cardiaque
normaux, I’un des promoteurs code 1’isoforme prédominant de la dystrophine. Cet
isoforme, de 427kDa est dit isoforme «intégral» ou «complet». Il comprend quatre
domaines structuraux. Deux seconds isoformes de la dystrophine, exprimés au

niveau du cerveau, sont aussi qualifiés de «complets» (42;43).

La dystrophine fait partie de la super famille des spectrines (44;45). Des

études de similarité de la séquence de la dystrophine avec d’autres protéines ainsi que
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des analyses sur sa séquence en acides aminés, prédisent que la dystrophine de

427kDa sera de forme allongée et divisée en quatre domaines structuraux.

1. Le premier domaine N-terminal de liaison a 1’actine est constitué de 240
acides aminés. Celui-ci posséde une homologie de séquence avec le domaine
de liaison de I’o-actinine. Il permet de lier la dystrophine a 1’actine du

cytosquelette (44-46).

2. Le domaine central compose la partie majeure de la protéine. Celui-ci est
composé de 2 400 acides aminés et il comprend 25 (47) séquences répétées en
forme de triple hélices, ressemblant a la spectrine, interrompue par des régions

riches en proline qui sont responsables de sa flexibilité (44;48).

3. Le domaine riche en cystéine (exon 62 a 70) d’environ 280 acides aminés,
contient deux motifs «EF-Hand», liés par des domaines WW (49) et ZZ (50).
Ce demier forme un complexe avec la protéine B-dystroglycan du complexe

associé a la dystrophine.

4. Le domaine carboxy-terminal, contenant 420 acides aminés, est homologue a
’utrophine, une protéine encodée sur le chromosome 6 (51-53). Le domaine
carboxy-terminal, tout comme le domaine riche en cystéine, est essentiel pour

la liaison au complexe associ€ a la dystrophine (54-57).

On retrouve aussi quatre autres isoformes contenant seulement le premier
exon du gene de la DMD produisant des dystrophines de 260 kDa (58), 140 kDa (59),
116 kDa (60) et 71 kDa (61;62). Ces isoformes sont exprimés dans différents types
cellulaires telles que les cellules de Purkinje (43), les cellules gliales (43;63;64), les
cellules de Schwann (60), dans certaines parties du cortex cérébral (42;65;66) ainsi
que dans plusieurs organes du corps (23;62;67;68). Plusieurs isoformes de la
dystrophine peuvent se retrouver un sein d’un méme type cellulaire ou tissulaire a
I’exception de l’isoforme de 71kDa qui n’est pas exprimé dans les muscles

squelettiques (68).

La dystrophine compléte de 427 kDa s’accumule sous la surface
cytoplasmique du sarcoplasme des fibres musculaires squelettiques en association

avec un complexe de protéines qui permet de connecter le cytosquelette de filaments
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d’actine du cytosol a la matrice extracellulaire en traversant le sarcolemme (figure 3)
(15;69). La dystrophine présente aussi une expression croissante aux jonctions
myotendineuses et & la membrane postsynaptique des jonctions neuromusculaires
(69-71). L’expression de la dystrophine est observée dans les myotubes suite a la

diftérenciation et a la fusion des myoblastes (66;72).

Extracellular matrix

Dystrobrevin

Dystrophin

@
H1
s e Tctn

Figure 3 : Schéma du complexe glycoprotéique associé a la dystrophine

La région C-terminale de la dystrophine se lie aux autres protéines du complexe associé¢ a la
dystrophine tandis que la région N-terminal se lie & I’actine du cytosquelette. L’interaction et
I’organisation entre les protéines du CAD supportent I’hypothése selon laquelle la dystrophine sert de
lien entre le réseau de microfilaments d’actine intracellulaire et la matrice extracellulaire via le CAD.
Figure Kapsa et al, Lancet Neurology 2003 (23).

Bien que la fonction précise de la dystrophine soit encore inconnue a ce jour,
’absence de cette protéine cause une instabilité au niveau du sarcolemme. Cette
instabilité conduit a une déstabilisation de la membrane de la cellule musculaire, a
une faiblesse musculaire (73;74) ainsi qu’a une nécrose tissulaire (75). 1l semble que
le réle majeur de la dystrophine serait de stabiliser le sarcolemme puisque lorsque
’on exprime I’ADN complémentaire de la dystrophine chez la souris mdx, les
symptomes de fragilité du sarcolemme, de faiblesse musculaire ainsi que de nécrose
sont corrigés (73). La dystrophine a aussi pour fonction d’intervenir lors de la
transmission de la force contractile entre les domaines extra et intracellulaires de
fibres musculaires ainsi qu’une fonction organisationnelle de domaines membranaires

spécialisés dans les tissus non contractiles (68).
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1.2.4.1 Les mutations

Il existe deux grands types de mutations dans le géne de la dystrophine : les
réarrangements de larges sections (délétions intragéniques ou duplications) et les
mutations impliquant un faible nombre de nucléotides (mutations ponctuelles ou
microdélétions). Toutes ces mutations affectent I’expression du domaine riche en

cystéine de la dystrophine (23).

Les réarrangements de larges sections sont retrouvés dans 60 a 65 % des cas
de DMD. Ils sont dis a un réarrangement inégal au niveau des introns du géne
(76-79). Bien que les délétions surviennent aléatoirement dans le géne de la
dystrophine, deux «points chauds» sont connus; I'un se retrouve dans le domaine
central (exon 45-55) et le second, dans la partie 5’(exon 2-19) (80-83). Les
duplications partielles surviennent dans environ 6% (Amérique du Nord) (84) ou 14%
(Japon) (85) des cas de mutations. Elles ont pour conséquence 1’absence complete de
la protéine au sarcoplasme musculaire chez plusieurs patients atteints de la DMD et

chez plusieurs modéles animaux incluant la souris mdx (17).

Dans 30% ou 41% des cas de DMD, la mutation est de taille beaucoup moins
importante (délétion dans un nucléotide (86), délétion de 32 paires de bases (87) ou
une mutation ponctuelle) mais les conséquences sont toutes aussi importantes
(23;79;88-90). Ces petites mutations auront pour effet un changement de cadre de

lecture de la protéine. La dystrophine ne sera plus fonctionnelle.

Bien que la taille de la mutation ne soit pas le facteur déterminant de la
sévérité de la maladie, il existe une corrélation entre les types de mutations et la
sévérité (91). L’analyse des délétions du géne de la dystrophine des patients atteints
de la DMD a démontré que le domaine N-terminal de liaison a I’actine, le domaine
riche en cystéine ainsi que le domaine carboxy-terminal sont essentiels pour la
fonctionnalité de la dystrophine puisque, la liaison entre la dystrophine et son
complexe associé est impossible sans leur présence (55;57). 1l a aussi été démontré
que le domaine central de la protéine peut s’adapter a de larges délétions qui
n’affectent pas le cadre de lecture. Le domaine central agirait comme un «espaceur»

entre le domaine de liaison a I’actine et les domaines riches en cystéine et carboxy-
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terminal. Les délétions survenant dans le domaine central diminueront simplement

I’espace entre les domaines essentiels.

Tel que mentionné, les mutations causant la DMD résultent en une absence ou
une réduction sévere de la dystrophine. Toutefois, certaines mutations préservent le
domaine riche en cystéine, ce qui résulte en une expression semi-fonctionnelle de la
dystrophine (17;23). Ces mutations causent le phénotype de la dystrophie musculaire
de Becker (BMD). La BMD se distingue de la DMD par ses symptomes beaucoup
moins sévéres, une progression plus lente ainsi qu’une nécrose musculaire moins

importante (92).

1.2.4.2 Complexe glycoprotéique associé a la dystrophine

La dystrophine fait partie d’un groupe de 18 macromolécules de protéines. Ce
complexe est nommé «complexe glycoprotéique associé a la dystrophine» (CAD)
(figure 3). Le CAD joue un rdle frés important dans les dystrophies musculaires
puisque des mutations dans ces diverses protéines peuvent conduire vers d’autres
formes de dystrophies musculaires (93-95). L’interaction et I’organisation entre les
divers composants supportent I’hypothése selon laquelle la dystrophine sert de lien
entre le réseau de microfilaments d’actine intracellulaire et la matrice extracellulaire
(56;96). Le CAD est composé, entre autres, de la dystrophine, de dystroglycans (a- et
B-DG), de sarcoglycans (a-, B-, 6-, €-, y-), de sarcospans, de syntrophines (a-1, B-1 et
B-2) et de dystrobrevines.

Le dystroglycan est encodé par un seul géne codant une protéine précurseure
qui est rapidement clivée en deux sous-unités a- et B-DG (97;98). L’a-DG (156kDa)
lie les composants de la matrice extracellulaire telle que la laminine, faisant ainsi le
lien entre le cytosquelette interne et la matrice extracellulaire (56). Le cytodomaine
du B-DG (43 kDa) contient plusieurs résidus prolines qui permettent une liaison a la
dystrophine via ses domaines WW (54), «EF- hand» et ZZ (99). Le réle du DG est
de former le lien entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire. De plus, il assure
la stabilit¢é de la membrane plasmidique (100). Les protéines composant le
sarcoglycan sont des petites glycoprotéines transmembranaires qui s’assemblent pour

former un complexe tétramérique (figure 3) (101). Bien que la fonction du complexe
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ne soit pas élucidée, le tétramere semble renforcer 1’interaction entre le B-DG,
I’a-DG et la dystrophine (101). Les protéines dystrobrevines (88 kDa) et la
syntrophine (59 kDa) sont des protéines cytoplasmiques qui se lient I’'une a I’autre en

plus de se lier au domaine carboxy-terminal de la dystrophine (102).

Suite a des études immunohistochimiques, il a été déterminé qu’il y a une
diminution considérable ou une absence compléte des protéines du CAD dans le
sarcoplasme des patients atteints de DMD. Cette diminution importante est le résultat
de I’absence de dystrophine (103). La localisation au sarcoplasme des protéines du
CAD est aussi affectée, bien que ces protéines soient transcrites et traduites.
L’absence de lien physique entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule musculaire
rend le sarcoplasme fragile, rendant les fibres musculaires susceptibles a la

dégénérescence au cours des cycles répétés de contraction et de relaxation du muscle.
1.2.4.3 Réles du CAD

Bien que le CAD ait plusieurs fonctions, son role principal est de stabiliser le
sarcoplasme et d’assurer la protection des fibres musculaires des dommages encourus
suite & une contraction a long terme et lors de la nécrose (104-108). De plus, le CAD
jouerait un réle dans la communication cellulaire en agissant comme un cdmplexe de
signalisation transmembranaire (105;109;110). Cette fonction serait trés importante
dans la stimulation de la cascade de signalisation appropriée lors de réponses a des
stimulus extracellulaires (22). La dystrophine étant absente chez les patients atteints
de la DMD, les événements de signalisation seront altérés dans un muscle atteint, ce

qui contribue a la pathologie.

La dystrophine et les protéines du CAD semblent avoir des fonctions
essentielles pour la survie des fibres musculaires, bien que le role spécifique de
chacune des protéines du CAD ne soit pas encore déterminé a ce jour. Plusieurs roles
non structuraux ont été décrits pour la dystrophine. Par exemple, la localisation de la
dystrophine et du CAD au sarcoplasme les positionnent en un endroit idéal pour
servir de protéines d’échafaudages lors de réponses au stress cellulaire. Plusieurs
protéines de signalement telles que NOS, grb2 et la diacylglycérole kinase

interagissent avec les composants du CAD (111-113).
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1.2.5 Les modéles animaux

Les modéles animaux utilisés pour la DMD ont des mutations dans le geéne de
la dystrophine et une présentation biochimique dystrophinopatique similaire a celle
observée chez I’humain. Les principaux modeles animaux sont la souris mdx ainsi
que le Golden Retriever. On retrouve aussi des modéles animaux chez d’autres races

canines, chez les félins ainsi que chez Danio danio et Caenorhabditis elegans.
1.2.5.1 La souris mdx

En raison de sa grande disponibilité et des faibles coiits de reproduction, les
souris déficientes en dystrophine (souris C57Bl/10ScSn mdx (mdx)) sont les modéles
animaux privilégiés lors d’études portant sur les fonctions, la thérapie génique et
pharmaceutique de la DMD. La souris mdx est dérivée d’un mutant naturel d’une
colonie de C57BI/10. Elle présente une mutation dans la région 5°, un changement
d’un nucléotide C pour T a la position 3185, dans le transcrit d’ARNm de la
dystrophine (114). Le codon glutamine CAA est alors converti en codon d’arrét
TAA, ce qui conduit a la production d’une protéine tronquée et instable tout comme
chez les patients atteints de la DMD. L’analyse des muscles des souris mdx a

démontré la perte du CAD a la membrane musculaire (114-117).

Malgré la déficience en dystrophine des souris mdyx, les signes caractéristiques
de la pathologie dystrophique humaine sont moins évidents. Elles vivent
normalement et ont une espérance de vie d’environ deux ans (115). Malgré tout, on
observe chez ces souris, entre la deuxiéme et la huitiéme semaine de vie, une
dégénéressence au niveau musculaire ayant pour conséquence la présence d’un
niveau élevé dans la circulation sanguine de protéines musculaires, telles que la
créatine et la pyruvate kinase (115). La souris mdx a des fonctions de régénération
qui compensent pour les cycles de dégénérescence contrairement a ce qui est observé
chez I’humain atteint de la DMD chez qui, le muscle endommagé est progressivement
remplacé par du tissu fibreux. Les muscles des souris mdx sont caractérisés par des
fibres au noyau central, ce qui indique une régénération musculaire. Lorsque les
souris sont dgées de 18 mois, elles perdent leur capacité de régénération musculaire.

Les muscles du diaphragme sont alors remplacés par du tissu fibreux et des lipides



17

(118). Tout comme chez les patients atteints de la DMD, I’analyse des muscles -des
souris mdx a démontré la perte du CAD a la membrane musculaire. La souris mdx a
été fortement utilisée lors de recherches visant a évaluer le potentiel des différentes

approches thérapeutiques développées pour traiter la DMD.

Le désavantage de I’utilisation de ce modéle animal réside dans son inutilité
lors d’études sur certains aspects de la DMD tels que les problémes reliés a la
dimension des muscles humains. La pathologie observée étant différente des patients

atteints de la DMD, la souris mdx n’est pas un bon substitut pour les études cliniques.
1.2.5.2 La dystrophie musculaire canine

Des mutations spontanées sur le géne de la dystrophine résultent en une
dystrophine musculaire canine liée au chromosome X. Cette mutation, changement
d’une base A pour G a I’extrémité 3’dans le site d’épissage de ’intron 6, a été
identifiée chez les Golden Retrievers, les Rottweilers et les Braques allemands
(119;120). Un mod¢le animal Beagle a aussi été développé (121). La dystrophie
musculaire du Golden Retriever (GRMD) est la plus étudiée et la mieux caractérisée.
La GRMD est le meilleur modéle quant a sa représentation des phénotypes de la
DMD humaine. La pathologie GRMD se manifeste in utero. A la naissance, on
observe une nécrose dans les muscles du cou, du tronc et des pattes (122). Lorsque
les chiens sont agés d’environ 60 jours, une fibrose débute au sein du muscle et on
note un taux de créatine kinase sanguin élevé. Tout comme les patients atteints de la
DMD, les chiens GRMD meurent d’une faiblesse respiratoire ou cardiaque (122).
L’homologie entre les chiens GRMD et les patients atteints de la DMD fait du
Golden Retriever le meilleur modéle animal pour les essais cliniques. Cependant, les
variations entre les phénotypes individuels, I’impossibilité de manipulation génétique,
I’espérance de vie plus courte des chiens, les cofits de production, la reproduction a
large échelle ainsi que I’attachement des humains pour les animaux sont des
inconvénients qui font des chiens dystrophiques, un modele difficile a utiliser lors

d’études.
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1.2.5.3 Autres modéles

La dystrophie chez les félins est rare. On observe des symptémes tels que
I’hypertrophie des muscles, une mobilité chancelante et des signes de
cardiomyopathie (123;124). Les désavantages de ce modéle animal sont multiples;
couts de production, la faible similarité de la pathologie avec les patients atteints de la
DMD ainsi que I’attachement des humains pour les chats. Le poisson Danio danio et
le nématode C. elegans sont des modeles intéressants pour 1’étude des myopathies
puisqu’ils expriment des protéines orthologues ou homologues aux protéines du CAD

humain (125-127).
1.2.6 Les thérapies

Malgré plus de 150 ans de recherche dans le combat contre la DMD, aucune
thérapie efficace n’a encore été commercialisée. Toutefois, il y a de I’espoir.
Certaines thérapies, encore en développement, sont promises a un bel avenir. Parmi
les thérapies possibles aujourd’hui, on compte [’utilisation de divers composés

chimiques, la thérapie cellulaire et la thérapie génique.
1.2.6.1 La thérapie par médication

L’approche pharmaceutique vise & améliorer le fonctionnement ainsi que
I’aspect morphologique des muscles atteints. Leur utilisation permet d’améliorer la

qualité de vie du patient.

L’emploi de certains stéroides a plusieurs effets bénéfiques chez les patients
atteints de la DMD telles que la réduction de l’inflammation, la suppression des
cellules cytotoxiques, 1’amélioration de ’homéostasie du calcium, la stimulation des
myoblastes ainsi que 1’augmentation de la force musculaire. Toutefois, les effets
secondaires de cette thérapie ne sont pas négligeables; gain de poids, cataractes,
hypertension, diabéte et changement de comportements. Des études conduites en
1989 ont démontré que !’utilisation de glucocorticoides tels que le pfédnisone ou le
déflazacort ont eu plusieurs effets positifs chez les malades (128-130). Ils permettent
une amélioration des fonctions pulmonaires suggérant par le fait méme, une

amélioration des fonctions des muscles respiratoires chez les patients atteints de la
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DMD (131). La masse musculaire chez un patient peut aussi étre augmentée grace a
la stimulation et a D’activation de la prolifération des cellules satellites, par
I’inhibition de régulateurs négatifs de la croissance des muscles squelettiques telle la
myostatine ou grace a l’ﬁtilisation de régulateurs positifs de la croissance musculaire

telle que I'[GF-1 (Insulin-like growth factor) (132).

L’utilisation d’antibiotiques de la famille des aminoglycosides, telle que la
gentamicine, prévient la reconnaissance d’un codon stop dans le géne de la
dystrophine par les ribosomes rétablissant ainsi ’expression de la dystrophine. Ce
codon stop prématuré est présent chez environ 15 % des patients (133). Les essais

cliniques utilisant la gentamicine ne se sont toutefois pas révélés concluants (134).

Une approche alternative consiste a réguler positivement une protéine
d’intérét thérapeutique qui pourrait compenser pour le manque de dystrophine en
assumant quelques unes ou mémes toutes ses fonctions. L’une de ces protéines est
I’utrophine (395 kd). La structure globale de I'utrophine et de la dystrophine est
similaire a plus de 85% dans leur structure en C-terminal et en N-terminal (51;135).
Cette derniére est a ce point similaire, que 1’utrophine peut remplacer la dystrophine
au sein du CAD, servant ainsi de lien entre le réseau de filaments d’actine et la
matrice extracellulaire (136). Il a ét€é démontré que I’expression d’utrophine dans la
souris mdx améliore les fonctions motrices et prévient la pathologie. L’utrophine
pourrait étre régulée positivement grace a I’utilisation de transgeénes, d’activateurs
pharmaceutiques, d’interleukine-6, de L-arginine ou par la stabilisation de I’ARNm

de ce géne (15;137).
1.2.6.2 La thérapie cellulaire

Le but de cette manceuvre est de permettre la repopulation du muscle
dystrophique grice aux cellules transplantées, ce qui améliorera la fonction du muscle

et diminuera les effets de la pathologie.

La thérapie cellulaire consiste en un transfert, une transplantation ou une
injection de myoblastes dans le muscle dystrophique. Cette thérapie vise a introduire
des cellules précurseures de muscles (myoblastes) dans les myofibres de muscles

dystrophiques. Il y aura une fusion entre les myoblastes exprimant la dystrophine et
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les fibres musculaires déficientes en dystrophine. Le noyau des cellules dystrophines
positives, contenant le géne de la dystrophine sera transféré dans les fibres
musculaires atteintes. Ainsi, les myofibres nouvellement formées auront, au sein de
leur noyau, une copie fonctionnelle du gene de la dystrophine. Toutefois, la
transplantation des myoblastes comporte plusieurs obstacles. Tout d’abord, les
myoblastes sont rejetés par le systéme immunitaire s’ils ne proviennent pas de
donneurs compatibles. En second lieu, le taux de survie des myoblastes est tres faible
et le taux de mortalité peut atteindre jusqu’a 99% (138). Finalement, cette thérapie
nécessite de nombreuses injections en raison de la faible migration de myoblastes au
sein du muscle. Une médication immunosuppressive semble améliorer la survie des
myoblastes indiquant que I'immunité est un facteur déterminant dans la mort des
myoblastes (139). L’immunité envers la nouvelle dystrophine synthétisée est aussi
un obstacle a cette thérapie (140). Afin d’améliorer ’efficacité du transfert des
myoblastes, ['une des possibilités est [’utilisation de myoblastes modifiés
geénetiquement. Ce type de thérapie est une combinaison des approches cellulaire et
génétique. Lors de cette approche, les myoblastes du patient atteint de la DMD sont
isolés, modifiés génétiquement, amplifiés et réintroduits chez ce dernier (141). La
modification génétique des myoblastes peut comprendre 1’introduction du gene de la
dystrophine ou des modifications basées sur les antisens qui permettent
I’augmentation de la prolifération des myoblastes (142;143). Les résultats les plus
impressionnants chez les primates ont été obtenus suite a I’injection de

30 millions de cellules par mm® (144). Une concentration aussi importante est
nécessaire afin de contrer la mort rapide des myoblastes suite a leur injection. Afin
d’augmenter les chances de succes du transfert de myoblastes, 1’irradiation peut étre
utilisée (145). Bien que cette méthode ne soit pas idéale, lors d’études cliniques
récentes, elle a démontré les résultats les plus impressionnants, soit une expression de

la dystrophine dans 26% a 30% des fibres musculaires (146-148).
1.2.6.3 La thérapie génique

Plusieurs expérimentations chez les souris mdx ont démontré que 1’expression
de dystrophine recombinante dans le muscle dystrophique conduit a la restauration de

la morphologie normale du muscle. Ces conclusions supportent 1’idée que 1’on
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puisse traiter la DMD. Les études cliniques pour la traiter sont basées sur
I’introduction de I’ADN complémentaire (ADNc) de la dystrophine dans les fibres

musculo-squelettiques des souris mdx.

Les techniques de transfert de genes sont regroupées en quatre catégories : les
vecteurs viraux comprenant les virus a acide ribonucléique (ARN) (rétrovirus,
lentivirus) et les virus a ADN (adénovirus, virus associés aux adénovirus (AAV),
herpés virus), les techniques chimiques, les techniques impliquant une fusion et
finalement les techniques qualifiées de physique telles que la micro-injection ou
Iélectroporation. A I’heure actuelle, les protocoles de thérapie génique humaine sont

basés sur les vecteurs AAV et I’injection musculaire de plasmides.
1.2.6.3.1 Les vecteurs adénoviraux

Les adénovirus (Ad) constituent une vaste famille de virus a ADN non
enveloppé. Depuis les années 50, date a laquelle les adénovirus ont été isolés pour la
premiere fois, plus de 50 sérotypes ont été identifiés chez I’humain. A eux seuls, ils
sont responsables de Ja majorité des infections mineures tels que les rhumes, les
conjonctivites ou les gastro-entérites. Le virion adénovirus est une particule de forme
icosaédrique de 70 & 100nm de diametre (selon le sérotype). La capside virale,
composée de 252 capsomeres, contient le génome linéaire d’ADN double brin de
26 a 45kb variable selon le sérotype. Depuis les années 1990, les sérotypes Ad2 et
Ad5 ont été utilisés comme vecteurs de génes thérapeutiques puisqu’ils sont les
sérotypes les mieux connus. IIs ont en moyenne un génome de 36 kb. Le génome
des adénovirus se subdivise en genes précoces (E pour early), intermédiaires (codant
les protéines IX et Iva2) et tardifs (L pour late). Les adénovirus possédent la capacité
d’infecter une grande variété de types cellulaires et ne sont pas dépendants de la
division cellulaire. Contrairement au cas des vecteurs rétrovirus, le génome reste

sous forme épisomale dans la cellule infectée (149).

Les vecteurs adénovirus de premiere génération (Adv), dérivés de 1’AdS,
défectifs dans leur réplication sont générés par délétion de la région E1 nécessaire
pour I’activation de la réplication virale (150). Certains vecteurs contiennent aussi

une délétion de la région E3 qui n’est pas essentielle a la réplication du virus. Afin de
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produire ces vecteurs, des cellules telles que les HEK293 ayant intégré de fagon
stable les régions E1A et E1B, sont utilisées pour complémenter en trans la délétion
du virus. Puisque ces vecteurs ne peuvent s’intégrer dans le génome cellulaire, ils ne
comportent pas de risque de mutagénése. L’obstacle majeur a 1’utilisation des Adv
est la reconnaissance du vecteur par le systéme immunitaire de 1’h6te ainsi que la
capacité d’encapsidation limitée d’environ 6,5-7,5 kb (149;150). En raison de
I’activation des cellules CD8+, les cellules transduites par les Adv seront
progressivement éliminées et une réadministration du vecteur sera impossible (151).
D a la capacité limitée de ces vecteurs, le mini-géne de la dystrophie musculaire de
Becker a été utilisé dans un vecteur adénovirus et injecté dans les muscles des souris
mdx. Suite a une injection d’un trés grand nombre de particules virales (10”) dans les
souris mdx néonatales, plus de 50 % des fibres musculaires du muscle injecté sont
positives pour la dystrophine (152;153) durant plus de six mois. Toutefois, ces
résultats ne sont pas observés chez les souris adultes. La persistance du transgéne est
diminuée en raison de la reconnaissance des cellules transduites par le systéme
immunitaire, de la toxicité du vecteur et de 1’age de 1’héte (23). L’un des avantages
de I'utilisation des vecteurs Adv est qu’ils peuvent étre préparés en treés grand titre
(jusqu’a 10" PFU/mL). De plus, ce systéme a une efficacité trés élevée quant a

I’expression du transgéne.

Afin d’améliorer les performances et de diminuer I'immunogénicité des Adv,
“les vecteurs adénovirus de seconde génération ont été créés. Ces vecteurs possédent
des délétions supplémentaires dans les régions E4, E2A ou E2B, codant pour
plusieurs protéines régulatrices, pour la protéine de liaison a ’ADN et pour I’ADN
poly_fmérase virale respectivement (149). Ils ont donc besoin d’une nouvelle
complémentation en frans ce qui rend difficile leur production. Due a la délétion des
régions E4 et E2, la capacité d’encapsidation de ces vecteurs est d’environ 10kb

(154).

Les adénovirus de troisiéme génération (HDAd) ont plusieurs caractéristiques
qui font d’eux les vecteurs les plus appropriés pour la thérapie génique. Tout
d’abord, les HDAd sont trés sécuritaires puisqu’ils ne contiennent aucun gene viral.

Seules les séquences répétées terminales inversées (ITR) ont été conservées
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(figure 4). Ces vecteurs n’induisent donc qu’une trés faible réponse immunitaire chez
I’héte. Leur capacité d’encapsidation est maximale, jusqu’a 36 kb, en raison de la
délétion complete de leur génome viral (155). Par conséquent, ils peuvent contenir le
géne complet de la dystrophine. La production des HDAd implique la

co-infection d’une lignée cellulaire par ’HDAJ contenant le gene d’intérét ainsi que
par un virus auxiliaire (helper). Lors de cette production, c’est le virus auxiliaire qui
permet la complémentation en trans en apportant les protéines nécessaires a la
réplication et a I’assemblage des particules virales. Cette technique sera décrite
ultérieurement. Des études utilisant les HDAd et le géne complet de la dystrophine
chez les souris mdx néonatales ont démontré une restauration du CAD et une
expression a long terme de la dystrophine. Cependant, tout comme lors des études a
’aide des Adv, les essais chez les souris mdx adultes se sont avérés problématiques
en raison de ’inefficacité de I’infection des fibres musculaires matures par les HDAd
(22). En effet, le récepteur de surface naturel des adénovirus, appelé récepteur
coxsackie-adenovirus (CAR) est régulé négativement dans les cellules musculaires
matures, prévenant ainsi 1’attachement efficace des HDAJ et I’infection des cellules
musculaires matures (156). De plus, lors de la maturation des fibres musculaires, il y
a une perte des intégrines avB-3 et avP-5. Ces derniéres sont responsables de
I’internalisation des adénovirus dans les fibres musculaires (157). Chez les souris
adultes, les études les plus impressionnantes ont été réalisées a 1’aide d’un vecteur
contenant deux copies du gene de la dystrophine sous le contréle du promoteur
hybride de la B-actine de volaille (158). Lors de cette étude, 42% des fibres
musculaires des souris mdx injectées exprimaient la dystrophine 30 jours

post-injection. Six mois post-injection, le pourcentage de fibres positives diminuait &

24% (158).
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Figure 4 : Vecteur adénovirus utilisant le géne dys
Le vecteur adénovirus de troisieme génération utilisant la cassette d’expression du gene de la

dystrophine est montré en contraste avec le génome de 1’adénovirus Av-5.
Figure adaptée de Kapsa et al, Lancet Neurology 2003 (23).
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La production des HDAd est effectuée grace a [’utilisation d’une lignée
cellulaire stable exprimant la recombinase FLPe (figure 5). Cette lignée cellulaire
permet la production d’HDAJ sans qu’il y ait une contamination significative par le
virus auxiliaire. Ce dernier est un adénovirus de premiére génération (figure 6). On
retrouve la séquence d’encapsidation y entourée de deux séquences cibles (FRT)
pour la recombinase FLPe. La séquence d’encapsidation sera excisée lors de la
recombinaison médiée par la FLPe. Le virus auxiliaire encode le géne de la DSRED
(RFP), un gene rapporteur sous le contréle du promoteur CRS (159) , I’ADN de
remplissage et la région ORF6, une région essentielle. Les régions El et E4 ont ét¢
délétées. Le vecteur contient la région E3 puisque des études ont démontré que sa
présence diminuait I’immunogénicité des vecteurs et que les titres viraux obtenus
étaient plus élevés (160). D’autres recombinases pourraient étre utilisées comme par
exemple, la CRE. Toutefois, il a été démontré que la recombinase FLPe est plus

efficace que la recombinase CRE (161).
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Figure S : Mécanisme de recombinaison de la recombinase FL.Pe

Génération des HDAd par I'utilisation du systéme FLPe/FRT. L’HDAJ et le virus auxiliaire sont
co-infectés dans les cellules 293FLPe ou les deux génomes sont amplifiés et les protéines virales sont
produites. Ensuite, le signal d’encapsidation du virus auxilaire est excisé par la recombinase FLPe
empéchant leur encapsidation dans la capside virale. Seul ’HDAJ sera encapsidé. L’efficacité de
I’excision du signal d’encapsidation est de 90 a 99,9%.

Figure adaptée de Alba et al, Gene Therapy (2005).
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Le virus auxiliaire encode pour le géne rapporteur de la DSRED (RFP) sous le contréle du promoteur
CR5. On retrouve aussi de I’ADN de compaction (Stuffer) et la région ORF6. Les régions E1 et E4
ont ét¢ délétées mais le vecteur contient la région E3. On retouve le signal d’encapsidation entre les
deux séquences FRT.

1.2.6.3.2 Les vecteurs rétroviraux

Le second type de vecteurs viraux utilisés lors d’études précliniques par
thérapie génique pour la DMD est dérivé des Retroviridaes. Les rétrovirus sont des
virus & ARN monocaténaires enveloppés. Les vecteurs rétroviraux recombinants sont
générés a partir de virus & ARN tel que le virus de la leucémie murin Moloney
(Moloney murine leukaemia virus). IIs possédent la capacité d’infecter
simultanément une trés grande variété de types cellulaires et ils sont capables
d’introduire leurs génes dans I’ADN chromosomal de plusieurs variétés cellulaires.
L’avantage majeur réside dans I’expression persistante du transgene tout au long de la
vie de la cellule puisque celle-ci a incorporé le transgéne. Toutefois, ce transfert de
génes est dépendant de la réplication cellulaire, ce qui signifie que seules les cellules
satellites activées sont infectées par ce type de vecteur. Le second obstacle a
I’utilisation des vecteurs rétroviraux pour la thérapie génique de la DMD est leur
capacité d’encapsidation limitée d’environ 7,8 kb ainsi que la difficulté de production
a haut titre (162). Suite & une injection intramusculaire, il a été démontré qu’environ
6% des muscles de la souris mdx sont positifs durant plus de 9 mois quant a
’expression de la dystrophine suite a I’utilisation d’un vecteur rétroviral contenant le
géne de la dystrophine de 6,3 kb. La présence d’un des composés du CAD (43 kd)

est aussi notée (162).
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1.2.6.3.3 Les vecteurs lentiviraux

Un autre type de vecteurs viraux pouvant étre utilisés lors de la thérapie
génique est une sous-classe de la famille des Retroviridaes, les lentivirus. lIls ont la
capacité d’infecter les cellules postmitotiques tels les neurones, les hépatocytes et les
cellules satellites des fibres musculaires. Les vecteurs lentiviraux, comme les autres
vecteurs rétrovirus, sont délétés de tous leurs génes viraux. Ils ne peuvent donc pas
se répliquer seuls. De plus, tout comme les vecteurs adénoviraux, ils ont la capacité
d’infecter les cellules quiescentes. Cependant, les vecteurs lentiviraux s’intégrent de
fagon stable dans le génome permettant ainsi une expression continue du transgéne
(163;164). 11 est aussi possible de modifier leur tropisme grace au pseudotypage
(165). Kobinger et al sont parvenus a développer des vecteurs lentiviraux
pseudotypés a 1’aide des protéines de I’enveloppe virale d’une grande varitété de
virus (166). IIs ont pu démontré que le vecteur lentivirus péeudotypé MuLV (murine
leukemia virus) transduit environ 47% des myofibres adultes chez la souris mdx. Un
mois suivant I’administration du vecteur, un dommage musculaire a été créé afin de
vérifier la capacité de prolifération et de régénération des fibres musculaires
exprimant le géne rapporteur de la B-gal. Suite au dommage, plusieurs petites fibres
centronucléées exprimant la 3-gal furent observées au cours de la régénération (166).
Une étude de colocalisation de la B-gal et des marqueurs des cellules satellites a
démontré que 84% des cellules satellites étaient transduites suite a 1’injection du
lentivirus pseudotypé MuLV. Kobinger et al ont aussi démontré 1’expression de la
dystrophine quatre mois post-injection suite a 1’injection de vecteur lentiviraux
exprimant la mini-dystrophine (166). Les vecteurs lentiviraux ont 1’avantage de
pouvoir étre utilisés a des titres infectieux moindres que les autres vecteurs viraux

(163). Malheureusement, leur production a haut titre est quelque peu problématique.
1.2.6.3.4 Les vecteurs AAV

Le quatrieme type de vecteur viral utilisé pour la DMD est dérivé des virus
associés aux adénovirus (AAV) plus particuliérement des sérotypes 1, 6, 7, 8 et 9.
Ces sérotypes ont été sélectionnés puisqu’ils infectent efficacement les muscles

squelettiques et cardiaque (167-171). Les virus AAV, de la famille des Parvoviridae,
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contiennent 4 680 pb. Les AAV sont des virus 8 ADN simple brin non-enveloppé
composés de deux ITR. Les AAV peuvent infecter les cellules quiescentes et ils ne
causent aucune pathologie chez I’humain. Les vecteurs AAV ne contiennent aucun
gene viral. Ils se composent uniquement du gene d’intérét thérapeutique encadré par
les deux ITR viraux. IlIs induisent donc une réponse immunitaire et inflammatoire
minime. Malgré tout, les fibres musculaires transduites a 1’aide de ces vecteurs
peuvent étre rejetées par le systéme immunitaire si le transgéne est immunogénique
(172). Des études effectuées chez les souris mdx a I'aide des génes de la
microdystrophine ont démontré une amélioration de la fonction musculaire. De plus,
il a été démontré qu’une injection intraveineuse unique de vecteurs AAV a des titres
trés élevés, permet une infection dans tous les muscles squelettiques et cardiaque chez
les souris adultes (173). L’utilisation des AAV comme vecteurs pour la DMD
comporte des avantages. Tout d’abord, ces vecteurs ne sont pas bloqués par la lamine
basale. Ensuite, la transduction des fibres musculaires par ces vecteurs est
indépendante de la maturité (174). La difficulté de production en grande quantité
ainsi que leur capacité d’encapsidation limitée d’environ 5,2 kb sont les obstacles

majeurs a I’utilisation de ces vecteurs (175).

1.2.6.3.5 Les vecteurs non-viraux

N

L’avantage majeur de ce type de vecteurs réside en leur grande capacité de
transport ainsi que dans la faible réponse immunitaire qu’ils induisent. Des études
d’expression d’un transgéne suite a I’injection intramusculaire de plasmides
contenant le géne rapporteur de la luciféase ont été réalisées sur les fibres
musculaires. Ces études démontrent que le géne est exprimé durant plus de 12 mois
dans les fibres musculaires individuelles (176). L’injection de diverses constructions
a démontré une expression de la dystrophine jusqu’a 10% des fibres musculaires et
I’expression est observée jusqu’a six mois suite a une injection unique (177-180). De
pfus, aucune réponse immunitaire n’est observée contre la dystrophine nouvellement
synthétisée (180). Suite a ces résultats, un essai clinique de phase [ a été initié. Au
cours de cet essai, une faible expression de dystrophine a été détectée durant une
période de trois semaines chez six des neuf patients participant a 1’étude (181;182).

Comme !’injection directe d’ADN plasmidique n’est pas toujours d’une grande
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efficacité, un courant électrique peut étre appliqué afin d’augmenter 1’efficacité de
transduction des fibres musculaires, tel que démontré par Molnar et al (183). Cette
technique comporte cependant des inconvénients majeurs. L’électroporation cause
un dommage aux fibres musculaires. De plus, il n’est pas envisageable d’électroporer

un muscle humain complet.

Des études in vitro de transfections transitoires avec des transporteurs
liposomaux ont également été faites sur les cellules myoblastiques (184). Dans les
cultures primaires de muscles de souris normales et mdx, I’efficacité de transfection
pouvait atteindre jusqu’a 10% et D’expression de dystrophine était observee.
L’efficacité de cette méthode repose sur la formulation des liposomes, le ratio
ADN/liposomes et la division cellulaire. Le probléme majeur de cette méthode est la
dégradation de ’ADN par les lysosomes. L’ADN doit donc étre directement
introduit dans le cytoplasme. Le second obstacle est la livraison efficace de ’ADN
au noyau cellulaire. Afin de contrer ces problémes, une méthode utilisant I’activité
de fusion du virus Sendai (hemagglutinating virus of Japan (HJV)) et une autre de

livraison de I’ADN ont été développées (185;186).

Les avantages marqués de ces diverses techniques résident dans leur grande
capacité d’encapsidation, leur simplicité et leur sécurité. Le probléme majeur dans
I’utilisation de ces thérapies est I’expression trés localisée du transgéne. Le corps
humain est constitué d’environ 30% de fibres musculaires. Il est donc inconcevable
de traiter tous les tissus musculaires, respiratoires et cardiaque a 1’aide d’injection

directe. Celle-ci doit étre intraveineuse.



1.3 Les promoteurs muscles spécifiques

Notre choix s’est arrété sur les HDAd en raison de leur grande capacité
d’encapsidation, de leur production a haut titre, leur faible activation du systéme
immunitaire ainsi que pour l’expertise de notre laboratoire dans ce domaine.
Toutefois, bien que [’utilisation des HDAd comporte plusieurs avantages, il subsite
trois grandes problématiques. Tout d’abord, les adénovirus ont un large tropisme. Ils
sont capables d’infecter plusieurs types cellulaires. Dans le cadre de nos travaux,
’expression du transgeéne doit étre restreinte aux fibres musculaires. La seconde
problématique découle de la premiére. Les promoteurs utilisés doivent étre inactifs
dans les cellules présentatrice d’antigéne (CPA) tels que les cellules dentritiques ou
les macrophages. Si le transgene est exprimé par les CPA, il y aura une réponse
immunitaire contre le transgéne, ce qui n’est pas souhaitable. La solution a ces deux
problématiques est 1’utilisation de promoteurs muscles spécifiques. Finalement, la
troisiéme problématique réside dans la puissance du promoteur utilisé. Le transgéne
doit étre fortement exprimé dans les cellules musculaires. Nous devons donc utiliser
des promoteurs muscles spécifiques puissants. Contrairement aux promoteurs
constitutifs, les promoteurs muscles spécifiques n’induisent pas de forte réponse
immunitaire. De plus, selon le type de promoteur muscle spécifique utilisé,
I’expression du transgene dans les tissus musculaires est jusqu’a 600 fois plus élévée
que dans les tissus non musculaires (177;187). Les promoteurs muscles spécifiques
ont généralement une activité plus faible que les promoteurs viraux tel que le
promoteur/immédiat-précoce du cytomégatovirus humain (CMV). 1l existe plusieurs
promoteurs muscles spécifiques. Notre attention s’est portée plus particuliérement
sur les promoteurs de la créatine kinase musculaire murin (MCK), de I’isoforme

rapide (TnlF) et lente (TnlS) de la troponine 1.

La créatine kinase est une protéine abondante dans les muscles, elle catalyse
la production d’ATP a partir de ’ADP. L’expression de la créatine kinase
musculaire, I’'un des isoformes de la créatine kinase, est élevée et restreinte aux fibres
musculaires et cardiaques. Les éléments génétiques régulant I’expression de la

créatine kinase musculaire ont été bien identifiés. Le promoteur/activateur du géne
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MCK est d’environ 6,5 kb. Il est constitué d’un activateur muscle spécifique (E1)
(-1 050 a — 1 256 pb), d’un promoteur dans la région 5’ non traduite du premier exon
et d’un second activateur (E2) dans le premier intron (188-190). La traduction
débutant a I’exon 2, les séquences entre les positions -4 800 et -1 800 pb ne sont pas
essentielles quant a I’expression du geéne (189;191). L’activateur E1, quant a lui, est
essentiel. Il influence I’expression du géne et lui confére sa spécificité musculaire
(188). L’ADNc complet de la dystrophine murine contr6lé par des régions du géne
MCK, a été transféré dans les cellules germinales de la souris mdx (73;192). Ces
souris surexpriment la dystrophine d’une maniére tissu spécifique et ont un taux
sérique de créatine kinase normal (73). Il a été démontré que la surexpression a de
tres hauts niveaux dans les muscles squelettiques d’un seul des isoformes de la
dystrophine est suffisante pour restaurer les fonctions musculaires normales sans étre
toxique (118). L’expression de la dystrophine pouvait atteindre jusqu’a 50 fois le
taux normal dans les muscles et le coeur. L’expression de I’ADNc de la dystrophine
a été en mesure de restaurer la formation du CAD au sarcolemme, diminuer la
libération des protéines musculaires dans la circulation sanguine et prévenir la
dégénérescence musculaire (118). Des études menées a 1’aide d’injections
intramusculaires d’Adv et du promoteur tronqué MCK (1,35 kb) ont démontré une
expression trés faible du gene rapporteur dans les tissus non musculaires et une

expression élevée dans les muscles (193).

La troponine I, une protéine abondante dans les muscles, fait partie du
complexe qui prévient I’interaction de 1’actine et de la myosine lorsque le muscle est
en position de relaxation. Il existe trois isoformes de la Tnl: lent, rapide et
cardiaque. Au cours de la différenciation des myoblastes en myotubes, la
transcription du TnlF de caille augmente d’une facteur de 100 fois (194). Cette
augmentation est médiée par un activateur muscle spécifique, 1’élément régulateur
interne (IRE aussi nommé FIRE). L’IRE de 148 pb est localisé dans le premier intron
du géne. A lui seul, il peut activer la transcription du géne durant la différenciation
des myoblastes (195). L’activateur IRE est composé de quatre domaines : un motif
E-box, un motif AT riche, un site CACC et un motif CAGG. Il a été démontré que le
motif E-box lie une grande variété de facteurs muscles spécifiques tels que MyoD

(196), myogénine (197;198), myf-5 (199) et MRF-4 (200-202). La séquence AT
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riche lie les facteurs Mef2/RSRF (203). Le motif CAGG, quant a lui, est similaire au
site MEF-3 retrouvé dans plusieurs promoteurs musculaires (204;205). Ces domaines
sont conservés entre les séquences de la TnlF et de 1’isoforme lent de la troponine I et
ils sont indispensables pour la restriction aux fibres musculaires. Toutefois, il existe
des éléments non homoiogues entre ces deux genes qui permettent la restriction au
type de fibres (203). Yutzey et al ont démontré que la présence d’un IRE augmente
d’environ 39 fois 1’expression du géne rapporteur par rapport au contrle dans les
myotubes (195). Des études menées a 1’aide d’injections intramusculaires d’Adv et
du promoteur TnlIF lié & I’activateur IRE ont démontré une expression tres faible du
gene rapporteur dans les tissus non musculaires et une expression trés €élevée dans les

muscles (193).

Cependant, une quatriéme problématique survient. Chacun des muscles
squelettiques humains est composé d’un pourcentage différent de fibres lentes et
rapides. Une thérapie efficace implique que le transgene soit exprimé a la fois dans

les fibres de type lentes et rapides.

L’isoforme lent de la troponine I humain (TnIS)-est exprimé lors du
développement des muscles cardiaque et sciuelettiques. Le géne TnlS est exprimé
initialement dans toutes les fibres musculaires des membres postérieurs durant le
développement embryonnaire. Par la suite, I’expression de ce gene est réprimée dans
les fibres rapides matures. Toutefois, elle reste élevée dans les fibres musculaires
lentes tel le soleus de souris (5;206;207). La séquence du géne TnlS s’étend sur
environ 12,5 kb. Ce géne est composé de neuf exons et de huit introns. Le TnIS ne
contient pas de séquence consensus CCAAT ou bien de boite TATA. Toutefois, la
séquence de -9 a +11 est similaire a un élément initiateur. Il a été démontré que les
éléments initiateurs peuvent diriger la transcription de certains génes tissus
spécifiques n’ayant aucune boite TATA (208). Un activateur en amont du gene a été
identifié (USE aussi nommé SURE) (209;210). Tout comme I’activateur IRE, ’'USE
est capable a lui seul de diriger I’expression aux types de fibres chez les souris. Ceci
a été démontré a 1’aide de I’activateur USE de rat (207). Celui-ci est composé de cinq
domaines (figure 7). Tout d’abord, le domaine BLM est un motif semblable au motif

Bicoid (bicoid-like motif). 1l lie le facteur nucléaire GTF3, essentiel lors de la
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myogénese et de la régénération musculaire. Ce domaine est trés important puisqu’il
est responsable de la réduction de I’activité de la transcription de I’activateur USE
dans les fibres rapides (207). Calvo et al ont surexprimé le facteur GTF3 in vivo.
Ceci a eu pour conséquence une réduction de [’activité transcriptionnelle de
I’activateur USE de rat (207). Le domaine CAGG lie un élément dont I’identité n’a
pas encore été découverte. Les domaines E-box, MeF-2 (nommé AT riche chez
TnlF) et le motif CACC lient respectivement les protéines MyoD/Myogénine, MeF-2
et le facteur de transcription Spl. Entre le domaine E-box et MeF-2, il y a un
domaine important lors de la fusion de myoblastes aux myotubes nouvellement
formés, le domaine NFAT. Calvo et al ont démontré que les éléments génétiques
requis pour la spécificité du type de fibres ne sont pas les mémes que ceux
responsables de la spécificité aux fibres musculaires (207). IIs sont parvenus a
identifier ces domaines suite a une série de constructions contenant chacune des
délétions de longueurs différentes dans I’activateur USE. Leurs travaux démontrent
que les domaines BLM et CAGG sont responsables de la restriction aux types de
fibres musculaires lentes et que les domaines CACC, MeF-2 et E-box sont
responsables de la restriction aux fibres musculaires. En délétant les domaines BLM
et CAGG, ils ont observé que 1’expression n’était plus restreinte aux fibres lentes.
Cette stratégie sera donc utilisée afin d’obtenir une expression dans les fibres rapides

et lentes.
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Restriction au type de flbre Confére spécificité aux fibres musculaires
80pb

Figure 7 : Structure de P’activateur USE

L’activateur USE confere une spécificité aux fibres musculaires lentes. Il est composé d’un domaine
E-Box, MEF-2 et d’un motif CACC liant respectivement les protéines MyoD/Myogénine, MeF-2 et le
facteur de transcription Spl. Entre les domaines MEF-2 et E-box, il y a la présence d’un domaine
NFAT. Le motif CAGG lie un élément inconnu. Le motif BLM (bicoid-like motif) lie le facteur
nucléaire GTF3, important lors de la myogénése et de la régénération musculaire. 1l est aussi
responsable de la réduction de [’activité de la transcription du USE dans les fibres rapides.
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1.4 L’importance des introns pour I’expression génique

Il a été démontré que la présence d’un intron est considérablement bénéfique
lors de la transcription in vivo (211;212). Toutefois, ceci n’est pas applicable a toutes
les constructions plasmidiques exprimées en cultures cellulaires (211-213). En effet,
certaines études concluent que les essais en cultures cellulaires sont d’une faible
valeur de prédiction en ce qui concerne 1’efficacité de la construction plasmidique
chez un animal transgénique. De plus, il a été démontré que chez la souris, les
constructions plasmidiques contenant des introns produisaient de 10 a 100 fois plus
de copies d’ARNm (212). 1l a été suggéré que le rdle des introns serait de faciliter la
transcription bien qu’ils ne joueraient pas de réle quant a la stabilité de ces ARNm
(212). Certains ont avancé trois hypothéses quant au role de I’intron (211). Certains
introns pourraient contenir des activateurs ou d’autres €léments agissant en cis qui
lieraient les protéines, ce qui influencerait l’initiation de la transcription et
I’élongation.  Selon la deuxiéme hypothése, 1'épissage de I’ARNm pourrait
augmenter la stabilit¢ de ’ARNm dans le noyau, ce qui conduit vers une
accumulation de plusieurs ARNm matures dans le cytoplasme. Selon la troisiéme
hypothése, il est possible que les introns contiennent des séquences qui faciliteraient
’ouverture des domaines chromosomiques, possiblement en affectant la composition,
la position ou bien I’organisation (higher-order paking) du nucléosome. Nous avons
donc inclus dans nos travaux, un intron tronqué dérivé de I’ARN messager tardif
16/19S du polyomavirus simian 40 (SV40) (213). De plus, cet intron a subi une
modification préalablement & son ajout dans nos constructions plasmidiques pour

détruire un codon ATG présent (voir les sections Matériel et méthode et Résultats).
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1.5 Les objectifs

L’objectif global de cette maitrise était de parvenir a développer des
promoteurs efficaces et muscles spécifiques pour la thérapie génique de la dystrophie
musculaire de Duchenne. Ces promoteurs devront étre puissants dans les cellules
musculaires tout en ayant une activité minimale dans les autres types cellulaires. De
plus, un promoteur idéal devra étre actif dans les fibres de types rapides et lentes
puisque la dystrophine doit étre exprimée dans ces deux types de fibres afin de traiter

la DMD.

Pour atteindre cet objectif, j’ai tout d’abord construit différents promoteurs
muscles spécifiques dérivés des éléments génétiques du gene de I’isoforme lent de la
troponine [. Ces diverses constructions ont été testées en transfections transitoires en
cultures cellulaires afin de pouvoir déterminer leur efficacité et leur spécificité pour

les cellules musculaires.

Par la suite, deux promoteurs muscles spécifiques ont été testés dans les
muscles de souris CD1 grace a la méthode d’électroporation afin de déterminer

I’efficacité in vivo des promoteurs développés.

Pour terminer, j’ai développé des vecteurs adénoviraux de troisieme
génération contenant certains de ces promoteurs muscles spécifiques. J’ai ensuite

testé des HDAGJ en cultures cellulaires et dans les muscles de souris CD1.



Section 2 :
Matériel et méthode
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2.1 Construction des plasmides

Toutes les enzymes utilisées lors des diverses constructions plasmidiques
proviennent de New England Biolabs (Beverly, MA, E.-U.). Tous les
désoxyribonucléotides proviennent d’Amersham Biosciences (Piscataway, NIJ,
E.-U.). Toutes les séquences nucléotidiques obtenues suite 4 des amplifications par
réactions en chaine de la polymérase (PCR) ont été séquencées par le Centre
d’Innovation Génome Québec et Université McGill, Plateforme séquengage a des

fins de confirmation.

Le géné de la B-galactosidase (B-gal) utilisé lors de la construction des divers
plasmides est celui de la B-gal fusionnée de Clontech (Clontech Laboratories, Palo
Alto, Ca.). Ce dernier comprend 92 acides aminés provenant du géne de 1’alcool
déshydrogénase de Drosophila melanogaster suivis des acides aminés du géne de

LacZ de E.coli.

Les plasmides nommés p(Im)B construits au cours des diverses expériences
partagent tous la méme structure (figure 8). Celle-ci est composée du gene de la B-
gal fusionnée, d’une origine de réplication bactérienne (pCU ori), d’un géne de
résistance a I’ampicilline (B—lactamase) suivi du promoteur d’intérét et de I’intron

SV40 du cytomégalovirus modifié (SV40m).

promotear X

SY40m

B-lactamase

pCU ori

SV40 poly A " B-galactosidase

Figure 8 : Carte générale des constructions plasmidiques
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pMCKG

Le plasmide pMCKG fut construit par 1’entremise de plusieurs plasmides
intermédiaires. Tout d’abord, le plasmide pAdMCK-Spe a été construit par le
remplacement de ’ADNc¢ codant pour la minidystrophine Becker du plasmide
pAdMCKBecker (214) pour le site de restriction Spel. Le plasmide pAdMCKBecker
a été digéré par les enzymes Sall et Kpnl et des extrémités franches ont ensuite €té
produites a 1’aide de la DNA polymerase I, Large (klenow) fragment. Le fragment
d’ADN de 1,35 kb du géne 4 de la créatine kinase musculaire (MCK) murin et I'[TR
gauche de I’adénovirus (Ad) ont été purifiés par «QIAEX II Agarose Gel Extraction
Protocol» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et ligués a des liens Spel (New England
Biolabs, Beverly, MA, E.-U.). Le produit de ligation a été digéré par I’enzyme Spel,
purifié par «QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol» (Qiagen, Missisauga, ON,
Ca.) et recircularisé par I’enzyme T4 DNA ligase. Ce plasmide intermédiaire se
nomme pAdMCK-Spe. Le site de restriction Clal du plasmide pAAMCK-Spe a été
remplacé par le site de restriction Notl. Ce remplacement a été fait selon la procédure
décrite précédemment (en remplagant I’enzyme Spel par Notl) a ’exception de la
purification entre la production des extrémités franches et la premiére ligation. Ce
plasmide est nommé pAdMCK-Not. Le promoteur MCK, le signal de
polyadénylation de la B-globine de lapin et I'ITR gauche de 1’Ad ont été excisés du
plasmide pAdMCK-Not suite a une digestion par ’enzyme Bglll. Des extrémités
franches ont ensuite été produites a 1’aide de I’enzyme DNA polymerase [, Large
(klenow) fragment. Le plasmide résultant a ensuite été digéré par I’enzyme Notl. Le
fragment contentant I'ITR gauche et le promoteur MCK ont été purifiés selon le
protocole «QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol» (Qiagen, Missisauga, ON,
Ca)) et insérés dans le site de clonage multiple du plasmide pBluescript SK
(Stratagene, La Jolla, CA). Celui-ci a été digéré par les enzymes Notl et Smal et
purifié selon le protocole cité ci-dessus. Les fragments ont été liguaturés par la T4
DNA ligase. Ce plasmide est nommé pSIMCK. Le plasmide pMCKG a été construit
suite a ’insertion de I’'ITR droit de I’ Ad dans le plasmide pSIMCK. L’ITR droit a été
isolé de I’ADN d’un Ad de premiére génération encodant la protéine fluorescente

verte (GFP, Green Fluorescent Protein) (215) de notre laboratoire par PCR grace a
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I"utilisation de la Taq polymerase (Bohringer Mannheim, IN, E.-U.). Les amorces
utilisées sont les suivantes : 5’- TAC GTG TCG ACA CAA CTT CCT CAA ATC
G-3’et 5’- CGA GCC TCG AGC ATC ATC AAT AAT ATA CC-3’. Le produit de
PCR a été purifié selon le protcole «QIAquick Nucleotide removal kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.), digéré par les enzymes Sall et Xhol et purifié une seconde fois
par l'utilisation de «QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.). Le plasmide pSIMCK a été digéré par les enzymes Sall et
Xhol et purifié selon le méme protocole. Le plasmide pSIMCK et le produit de PCR
purifié ont été ligués suite a I’utilisation de la T4 DNA ligase.

pBglIIp

Le plasmide pCMVp (Clontech Laboratories, Palo Alto, Ca.) a subi une
digestion par Smal. Le fragment a été purifié en utilisant le «PCR Purification Kit»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 uL.. Le plasmide a ensuite été digéré
par ’enzyme EcoRI et des extrémités franches ont été produites a ’aide de I’enzyme
T4 DNA polymérase. Le plasmide a été déphosphorylé par la phosphatase alcaline
puis purifié une seconde fois par [’utilisation du «PCR Purification Kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Le fragment a ensuite éte ligué a un lien
Bglll (New England Biolabs, Beverly, MA, E.-U.) (10 uL de vecteur et 1 pL lien
Bglll [1 pg/uL] dans un volume total de 20 uL) a I’aide de I’enzyme T4 DNA ligase
suivie d’une incubation de 90 minutes a 22°C. Suite a cette incubation, la ligation a
été purifiée en utilisant le «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et
¢luée dans 50 uL. L’éluat a été digéré par ’enzyme Bglll. Le produit de ligation
digéré a été purifié par ’utilisation de «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga,
ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Le fragment de ligation digéré a éte recircularisé (4 pL
de vecteur dans un volume total de 10 pL) par ’utilisation de I’enzyme T4 DNA

ligase suivi d’une incubation de 90 minutes a 22°C.

pMCKR

Le fragment MCK d’environ 1 400 paires de bases (pb) contenant le
promoteur MCK a été isolé du plasmide pMCKG suite a une double digestion

enzymatique par Spel / Hind III. Des extrémités franches ont ensuite été produites a
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I’aide de I’enzyme T4 DNA polymérase. Le fragment a été purifié en utilisant le
«PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Le
fragment élué a ensuite été ligué a un lien BglIl (New England Biolabs, Beverly, MA,
E.-U.) (12 pL d’insert et 2 uL lien Bglll [1 pg/pL] dans un volume final de

20 puL) grice a I'utilisation de I’enzyme T4 DNA ligase suivie d’une incubation de

90 minutes a 22°C. La ligation est ensuite purifiée en utilisant le «PCR Purification
Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et éluée dans 50 pL. L’éluat est digéré par Bglll
et Pvul. Une digestion enzymatique par Bglll suivie d’une déphosphorylation par la
phosphatase alcaline ont été effectuées sur le plasmide vecteur pBgllIf. Les deux
fragments ont été purifiés par ['utilisation de «PCR Purification Kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.) et élués dans 50 pL. Les fragments ont ensuite été ligués (2 uL
d’insert et 2 puL de vecteur dans un volume total de 10 pL) par ’enzyme T4 DNA

ligase et incubés 150 minutes a 22°C.

pCMV(Im)B

Tel que mentidnné précédemment, ’intron SV40 du plasmide pCMV]
(Clontech Laboratories, Palo Alto, Ca.) comprend un ATG comparativement a
I’intron modifié qui n’en contient aucun. La modification de la séquence d’ADN a
été réalisée par PCR. Tout d’abord, un fragment d’environ 500 pb a été isolé par
PCR a partir du plasmide pCMVp. Les amorces utilisées lors du PCR sont les
suivantes : 5°- CGG TAA ACT GCC CAC TTG-3> et 5’- CCT AGA AGT AAA
GGC GTA TCC ACT GAG GAG CAG-3’.

Les conditions d’amplification sont les suivantes :

100 ng d’ADN 5 minutes a 95°C
5 nL de tampon Vent 10X 1 minute a 95°C
2,5 pL d’amorces a 10 pmol/uL Répété 27 fois 1 minute a 62°C
4 uL ANTP a2 10 mM 45 secondes a 72°C
1 pL de I’enzyme Vent 10 minutes a 72°C
X pL de dH,O pour volume final de 50 pL Infini a 4°C

Le produit PCR a ensuite été purifié a I’aide du «PCR Purification Kit»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 puL de tampon d’élution. L’éluat a été
digéré par I’enzyme Xhol. Le vecteur pCMV[ a aussi subi une double digestion
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enzymatique par Xhol et Stul. Le vecteur et I’insert ont ensuite été purifiés grace au
«PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élués dans 50 pL. Par la
suite, les fragments ont été ligués (1 puL d’insert et 2 pL de vecteur dans un volume

total de 10 uL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubés pendant 24 heures a 16°C.

La nouvelle séquence est :
740 5°- TCC TCA GTG GAT ATC GCC TTT ACT TCT AGG-3* 770
et ’ancienne séquence était :

740 5’- TCCTCA GTG GAT GTT GCC TTT ACT TCT AGG-3 770

p(Im)-ASXK

Le promoteur CMV a été excisé du plasmide pCMV(Im)P par une double
digestion EcoRI/Xhol. Les sites de restriction Ascl, Spel, Xhol et Kpnl sont ensuite
ajoutés grace a la ligation d’amorces préalablement hybridées. Les amorces utilisées
sont les suivantes : 5’- AAT TGG CGC GCC ACT AGT CTC GAG GTA CCA-3’ et
5’- TCG ATG GTA CCT CGA GAC TAG TGG CGC GCC-3’.

Les conditions d’hybridation étaient :
2,5 minutes a 95°C
30 ug d’amorces 5 minutes a 65°C
X pL de dH,O pour un volume final de 300 pL 5 minutes a 42°C
Infini a 4°C
Le vecteur et les amorces hybridées ont ensuite été ligués (3 pL d’insert

[1 ng/pL] et 2,8 uL de vecteur dans un volume total de 10 pL) par ’enzyme T4 DNA

ligase et incubés durant 150 minutes a 22°C.

pTnlF(Im)B(-)

Le fragment d’environ 720 pb contenant le promoteur minimal de 1’isoforme
rapide de la troponine I de caille (position -204 :+22) ainsi que trois copies de
I’activateur du premier intron du géne TnlF, I’élément régulateur interne (IRE),
(position +658 a +804) ont été isolés du plasmide TnlFast (-198 :+22) Z (3xIRE) R72

(216) (gracieusement donné par le Dr. Ken Hastings, Institut neurologie de Montréal,
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Université McGill, Montréal, QC, Ca.) grice a une double digestion Xhol / Kpnl.
Une digestion par ces mémes enzymes a été effectuée sur le vecteur p(Im)B-ASXK.
Les fragments ont ensuite été ligués (6 uL d’insert et 1 pL de vecteur dans un volume

total de 10 pL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubés pendant 150 minutes a 22°C.

pTnlF(Im)B(+)

Le fragment d’environ 450 pb contenant les trois copies du IRE a été isolé¢ du
plasmide TnIF(Im)B(-) grice a une amplification par PCR. Les amorces utilisées sont
les suivantes : 5’- AAC GAC GGC CAG TGA ATT G-3’et 5'- CAG ACC AAT
GGT GTG CAA GAG C-3".

Les conditions d’amplification étaient :

100 ng d’ADN ' 30 secondes a 95°C
10 uL de tampon Phusion 5X 10 secondes a 95°C
2,5 uL d’amorces a 10 pmol/uL Répéteé 30 fois 1 minute a 72°C
4 pL ANTP [1 mM] 1 minute a 72°C
0,5 uL de I’enzyme Phusion 10 minutes a 72°C
X uL de dH,O pour volume final de 50 uL Infini a 4°C

Le produit PCR a ensuite été purifié a 1’aide du «PCR Purification Kit»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL de tampon d’élution. L’¢€luat a été
digéré par les enzymes Xhol / Sall. Le vecteur p(Im)-ASXK a subi une digestion par
I’enzyme Xhol ainsi qu’un traitement a la phosphatase alcaline. Le vecteur et I’insert
ont ensuite été purifiés grace au «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON,
Ca.) et élués dans 50 pL. Par la suite, les fragments ont ét€ ligués (1 pL d’insert et
6 uL de vecteur dans un volume total de 10 pL) par ’enzyme T4 DNA ligase et
incubés durant 24 heures 2 16°C. Ce plasmide intermédiaire se nomme p(Im)-IRE.
Afin d’isoler le promoteur minimal TnlF, le plasmide pTnIF(Im)B(-) a été digéré par
les enzymes Kpnl, Stul, Xmnl et a ensuite été purifié grice au «PCR Purification
Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.). L’¢luat a ensuite été digéré par Sall et purifié
une seconde fois en suivant la méme procédure. Le promoteur minimal TnlF a
ensuite ét€ ligué au plasmide p(Im)-IRE digéré par Xhol / Kpnl purifié par le «PCR
Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) (6 pL d’insert et 1 pL de vecteur
dans un volume total de 10 pL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubé durant
24 heures a 16°C.
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pTnlS(Im)B-Agel

Le promoteur minimal humain de 1’isoforme lente de la troponine I (position
-95 a +56) et I’activateur (USE) (position -1036 a -873) ont été isolés du plasmide
Tnl,USE-95X1nucZ (217). Ce dernier a permis la construction du plasmide pBSKII+
(USE/P) (gracieusement donné par le Docteur Ken Hastings de I’Institut de
neurologie de Montréal, Université McGill, Montréal, QC, Ca.). Une digestion EcoRI
de ce plasmide a d’abord permis I’insertion du site de restriction Kpnl & 1’aide d’une
amorce préalablement hybridée. L’amorce utilisée est la suivante : 5’- AAT TGG
TAC C-3’. Les conditions d’hybridation sont les mémes que celles utilisées lors de la
construction du plasmide p(Im)B-ASXK. Le vecteur et I’amorce hybridée ont ensuite
été ligués (1 uL d’insert [2 ng/uL] et 7 uL de vecteur dans un volume total de 10.uL)
par ’enzyme T4 DNA ligase et incubés pendant 150 minutes & 22°C. Ce plasmide se
nomme pBSKII+(USE/P)-Kpnl. Le fragment d’environ 300 pb contenant le
promoteur et I’activateur USE/TnIS a ensuite été isolé du plasmide pBSKII+(USE/P)-
Kpnl grice a une digestion enzymatique Kpnl. Le vecteur p(Im)B-ASXK a été aussi
digéré par cette méme enzyme. Les fragments ont ensuite été ligués (4,5 pL d’insert
et 2,5 uL de vecteur dans un volume final de 10 puL) par ’enzyme T4 DNA ligase et
incubés durant 150 minutes a 22°C. Ce plasmide se nomme pTnIS(Im)B. Afin
d’ajouter le site Agel, le plasmide a été digéré par ’enzyme Xbal, déphosphorylé par
la phosphatase alcaline, purifié grace au « PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga,
ON, Ca.) et ¢élué dans 50 pL. Le site de restriction Agel a été ajouté a 1’aide d’une
amorce préalablement hybridée. L’amorce utilisée est la suivante : 5°- CTA GAC
AGA CCG GTC TGT-3’. Les conditions d’hybridation étaient identiques a celles
présentées pour le plasmide p(Im)-ASXK. L’amorce hybridée a ensuite été
phosphorylée par I’enzyme T4 polynucléotide kinase. Les fragments ont ensuite été
ligués (1 uL d’insert et 4 uL de vecteur dans un volume total de 10 pL) par I’enzyme
T4 DNA ligase et incubés pour 24 heures a 16°C.

pTnlS(Im)B-USEx2

Le fragment d’environ 250 pb contenant le USE a été isolé par PCR & partir
du pTnIS(Im)B. Les amorces utilisées lors du PCR sont les suivantes : 5°- GTA CTA
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CTA GTA CCG AGC TCT TAC GCG TGC-3’et 5’- GGT ACG TCT AGA TAA
GCT TCC CAC TGC CCC CTC CTG C-3".

Les conditions d’amplification étaient :

200 ng d’ADN 30 secondes a 95°C
10 pL de tampon Phusion 5X 10 secondes a 95°C
2,5 uL d’amorces a 10 uM Répété 30 fois 30 secondes a 62°C
4 uL ANTP a4 1 mM 30 secondes a 72°C
0,5 uL de I’enzyme Phusion 10 minutes & 72°C
X uL de dH,0 pour volume final de 50 pL. Infini a 4°C

Le produit PCR a ensuite été purifié a I’aide du «Gel Extraction Kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.) et €lué dans 50 pL de tampon d’élution. L’éluat a ensuite été
digéré par les enzymes Spel/Xbal. Le produit de PCR a été purifie par le «Gel
Extraction Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Le vecteur
pTnIS(Im)B a aussi subi une digestion par I’enzyme Spel pour ensuite étre
déphosphorylé griace a la phosphatase alcaline. Le vecteur a été purifié grice au
«PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Par la
suite, les fragments ont été ligués (6 uL d’insert et 1 pL de vecteur dans un volume

total de 10 pL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubés pendant 150 minutes a 22°C.

pTnIS(Im)B-USEx3

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-USEx2 (en remplacant le pTnIS(Im)B par le plasmide
pTnIS(Im)B-USEx2).

pTnIS(Im)B-USEX4

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-USEx2 (en remplagant le pTnIS(Im)B par le plasmide
pTnIS(Jm)B-USEx3) a ’exception de la purification du produit PCR qui a été
exécutée selon le protocole de «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON,

Ca.).
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pTnIS(Im)B-USEXS

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)P-USEx2 (en remplagant le pTnIS(Im)B par le plasmide
pTnIS(Im)B-USEx3) a I’exception de la purification du produit PCR qui a été
effectuée par «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.).

pTnIS(Im)B-AUSEx1

Le fragment d’environ 150 pb contenant le USE tronqué a éte isolé par PCR a
partir du pTnIS(Im)B. Les amorces utilisées lors du PCR sont les suivantes : 5’- GCG
GGG AGA TCT GGA TAT CGA TAT AGG GTG GGT ATT ATG-3" et 5’- GGT
ACG TCT AGA TAA GCT TCC CAC TGC CCC CTC CTG C-3’. Les conditions
d’amplification sont les mémes que celles utilisées lors de la construction du

plasmide pTnIS(Im)B-USEx2.

Ensuite, le produit PCR a été purifié a ’aide du «Gel Extraction Kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.) et €élué dans 50 pL de tampon d’élution. L’¢luat a ensuite été
digéré par I’enzyme Bglll. Le produit PCR a été purifié¢ par le «Gel Extraction Kit»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Le vecteur pTnIS(Im)B-Agel a
aussi subi une digestion par ’enzyme Bglll pour ensuite étre déphosphorylé grace a
la phosphatase alcaline. Le vecteur a été purifié grice au «PCR Purification Kit»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL. Par la suite, les fragments ont été
ligués (7 uL d’insert et 1 pL de vecteur dans un volume total de 10 uL) par I’enzyme
T4 DNA ligase et incubés durant 4 heures a 22°C et ensuite, pendant 24 heures a
16°C.

pTnlS(Im)B-AUSEx1(-)

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la

construction pTnIS(Im)B-AUSEx]1.

pTnlS(Im)B-AUSEx2

Le fragment d’environ 150 pb contenant le USE tronqué a été isolé par
PCR 4 partir du pTnIS(Im)B. Les amorces utilisées lors du PCR sont les suivantes :

5’- GCG GGG ACT AGT GGA TAT CG ACTA TAG GGT GGG TAT TAT G-3’ et
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5°- GGT ACG TCT AGA TAA GCT TCC CAC TGC CCC CTC CTG C-3°. Les
conditions d’amplification sont les mémes que celles utilisées lors de la construction
du plasmide pCMV(Im)P a I’exception de la concentration de I’ADN [200 ng] et la
concentration des dNTP [1 mM].

Ensuite, le produit PCR est purifi¢ a I’aide du «Gel Extraction Kit» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 50 pL de tampon d’élution avant d’étre digéré par
les enzymes Spel / Xbal. Le produit PCR digéré a été purifié par le «Gel Extraction
Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et €lué dans 50 uL. Le vecteur pTnIS(Im)p-
AUSEX]1 a été digéré par ’enzyme Spel et déphosphorylé par la phosphatase alcaline.
Le vecteur a été purifié par le «PCR Purification Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.)
et élué dans 50 pL. Par la suite, les fragments ont été ligués (6 uL d’insert et 1 pL de
vecteur dans un volume total de 10 uL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubés pour

une durée de 4 heures a 22°C suivi d’une incubation de 24 heures a 16°C.

pTnIS(Im)B-AUSExX2(-)

Le fragment d’environ 150 pb contenant le USE délété a été isolé par PCR a
partir du pTnIS(Im)B. Les conditions d’amplification sont les mémes que celles
utilisées lors de la construction du plasmide pTnIS(Im)B-USEx2 a I’exception de la
température d’hybridation (30 secondes a 68°C en remplacement de 30 secondes a

62°C).

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-AUSEx2 (en remplagant le plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx!1
par le plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx]1 (-)) a I’exception du procédé de purification qui
a été effectué a I’aide du «PCR Purification Kit» (Qiagen, Mississauga, ON, Ca.).

pTnIS(Im)B-AUSExX3

Durant 1’amplification par PCR du fragment AUSE lors de la construction du
plasmide pTnIS(Im)pB-AUSEx2, il y a eu une erreur d’amplification dans la partie 5’

du produit PCR. La séquence prévue du plasmide était :

1 5- GAATTG GCG CGC CAC TAG TGG ATA TCG ACT ATA GGG-3” 26

La séquence obtenue est :
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1 5’- GAA TTG GCG CGC CAC GAC TAT AGG G-3” 26

Cette erreur dans la séquence de nucléotide a été confirmée par séquengage
ainsi que par des digestions plasmidiques. Un troisieme AUSE a donc; été ajouté a
I’aide de nouvelles amorces. Les amorces utilisées lors du PCR sont les suivantes :
5’- ATA GGC GCG CCG TAC TAG TGA CTA TAG GGT GGG TAT TAT G-3’ et
5’- ATA ATA CGC GTT AAG CTT CCC ACT GCC CCC TCC TGC-3’. Les
conditions d’amplification sont les mémes que celles utilisées lors de la construction

du plasmide pTnIS(Im)B-USEx2 a I’exception de la concentration I’ADN [300ng].

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-AUSEx2 (en remplagant le plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx1
par le plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx2 et les enzymes Spel et Xbal par Ascl et Mlul
respectivement) a I’exception du procédé de purification utilisé soit le «PCR

Purification Kit» (Qiagen, Mississauga, ON, Ca.).

pTnIS(Im)B-AUSEx4

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-AUSEx2 (en remplagant le pTnIS(Im)B-AUSEx1 par le
plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx3) a [I’exception de [I’amplification par PCR.
L’amplification par PCR a été faite selon les conditions exposées lors de la

construction du plasmide pTnIS(Im)B-USEx2.

pCBDysFL-Pme I

Le vecteur pCBDysFL (218) a été digéré par Sall. Des extrémités franches
ont ensuite été produites a ’aide de ’enzyme T4 DNA polymérase. Le fragment a
été purifié en utilisant le «QIAEX II Protocol for Desalting and Concentrating DNA
Solutions» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et élué dans 15 pL. Le fragment a ensuite
été ligué a un lien Ascl (New England Biolabs, Beverly, MA, E.-U.) (6 uL d’insert et
2 pL lien Ascl [1 pg/ul] dans un volume total de 20 uL) par I’enzyme T4 DNA
ligase durant 120 minutes d’incubation a 22°C. La ligation est ensuite purifiée en
utilisant le «QIAEX II Protocol for Desalting and Concentrating DNA Solutions»
(Qiagen, Missisauga, ON, Ca.) et éluée dans 20 pL. L’éluat a ensuite été digéré par
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Ascl et purifié par «QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol» (Qiagen,
Missisauga, ON, Ca.). Le fragment digéré a été ligué (8 uL d’ADN dans un volume
final de 10 pL) par I’enzyme T4 DNA ligase et incubé pendant 20 minutes a 22°C.
Ce plasmide intermédiaire nommé pCBDysFL-Ascl a, par la suite, été digéré par
I’enzyme Sphl afin de pouvoir insérer le site Agel dans le plasmide a 1’aide d’une
amorce préalablement hybridée. L’amorce utilisée est la suivante : 5’- GAT ACC
GGT ATC CAT G-3°. Les conditions d’hybridation sont identiques a celles
présentées pour le plasmide p(Im)B-ASXK. Les fragments ont ensuite été ligués
(1 pL d’insert [0,5 ng/uL] et 4 pL de vecteur dans un volume total de 10 uL
supplémenté de 1 pL ATP [10 mM] (Amersham Biosciences, NJ, E.-U.)) par
I’enzyme T4 DNA ligase et incubés durant 24 heures a4 16°C. Ce plasmide nommé
pCBDysFL-Agel a, a son tour, été digéré par I’enzyme Notl afin d’insérer un
troisiéme site de restriction unique Pmel. Cette insertion est effectuée a 1’aide de
I’amorce suivante : 5°- GGC CCG TTT AAA CG-3" hybridée selon les mémes
conditions d’hybridation présentées précédemment. Les fragments ont ensuite été
ligués (1 puL d’insert [1 pg/uL] et 3 uL de vecteur dans un volume total de 10 pL) par
I’enzyme T4 DNA ligase et incubés pendant 150 minutes a 22°C.

pTnIS(Im)B-USEx3DysFL

Le fragment d’environ 4 600 pb contenant les trois activateurs USE, le
promoteur TnIS, le géne de [P-gal et le polyA a été isolé du plasmide
pTnIS(Im)B-USEx3 par une digestion Agel/Ascl/Xmnl/Bsphl. Le vecteur
pCBDysFL-Pme I a aussi été digéré par les enzymes Agel/Ascl et déphosphorylé a
I’aide de I’enzyme alcaline phosphatase. Le vecteur et I’insert ont ensuite été purifiés
grace au «PCR Purification Kit» (Qiagen, Mississauga, ON, Ca.). Les fragments ont
ensuite été ligués (1 uL d’insert et 1,3 pL de vecteur dans un volume total de 10 uL)
par I’enzyme T4 DNA ligase et incubés durant 4 heures a 22°C.

pTnlS(Im)3-AUSEx3DysFL

Les conditions de clonage sont les mémes que celles présentées lors de la
construction pTnIS(Im)B-USEx3DysFL (en remplagant le pTnIS(Im)B-USEx3 par le
plasmide pTnIS(Im)B-AUSEx3).



50

pCBLacZ-ITR

Le plasmide pCMVDysF1 (219) a d’abord été digéré par 1’enzyme Sphl et un
site de restriction Mlul a été ajouté grice a D'utilisation d’un lien Mlul [1 pg/ul]
(New England Biolabs, Beverly, MA, E.-U.). Le promoteur CMV a été excisé suite a
une digestion par I’enzyme Sall et Ascl. Le plasmide pCBLacZ (183) a été digéré
par I’enzyme HindIII afin d’ajouter un site de restriction pour ’enzyme Ascl gréce,
encore une fois, a ’utilisation d’un lien Ascl (New England Biolabs, Beverly, MA,
E.-U.). Le plasmide fut ensuite digéré par les enzymes Sall et Ascl. Le fragment
obtenu contient le promoteur CB, le géne de la B-gal ainsi que le polyA. Ce fragment
est ensuite li¢ au fragment obtenu suite a la digestion par Sall/Mlul du plasmide

pCMVDysFl.

2.2 Production des plasmides

Les produits de ligation ont été transformés dans des bactéries compétentes
E.coli DH5, (Invitrogen, Ca.). La transformation est effectuée en incubant de 2 pL a
5 uL du produit de ligation a 50 puL de bactéries compétentes durant 30 minutes sur la
glace. Suite a cette incubation, les bactéries subissent un choc thermique de
20 secondes dans un bain-marie a 37°C pour ensuite étre replacées sur la glace durant
2 minutes. Par la suite, 600uL de milieu LB est ajouté au mélange ADN/bactéries,
avant d’étre incubé pendant 45 minutes a 37°C avec agitation. Suite a cette
incubation, les bactéries sont centrifugées a 15 800g afin de produire un culot qui sera
resuspendu dans 100 pL de milieu LB frais et étalé sur des geloses LB agar contenant
100 pg/mL d’ampicilline (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.). Une incubation de
24 heures a 37°C suivra. Ensuite, les colonies sont repiquées dans 3 mL de milieu LB
additionné de 100 pg/mL d’ampicilline (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.) et
incubées un autre 24 heures a 37°C avec agitation. Le milieu de culture est ensuite
divisé en deux, 1,5 mL de ce mélange est utilisé afin d’extraire le plasmide pur a
I’aide du «Qiaprep Spin Miniprep Kit» (Qiagen, Mississauga, ON, Ca.). L’ADN
plasmidique est ensuite digéré par des enzymes de restriction et les patrons des
digestions obtenus sont analysés sur un gel d’agarose 0,8% ou 2% (Wisent, Ca.)
grice 4 un appareil Fluorlmager (Fluorlmager 595, Molecular Dynamics, CA, E.-U.).

Le 1,5 mL restant de la culture bactérienne est ensuite utilis€¢ afin d’ensemencer
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250 mL de milieu LB additionné de 100 pg/mL d’ampicilline (Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO, E.-U.) et incubé durant 24 heures a 37°C avec agitation. Le plasmide est
alors extrait a I’aide du «Plasmid Maxi Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.). L’ADN
plasmidique est ensuite analysé selon la méme méthode décrite pour les plasmides
issus de la culture bactérienne de 3 mL. L’ADN plasmidique est ensuite dosé par
_absorbance & 260 nm/280 nm avec le spectrophotométre (BioPhotometer, Eppendorf
AG, Hamburg, Allemagne). Lors de ce dosage, 5 pL de la solution d’ADN
plasmidique purifiée est diluée dans 500 pL d’eau déionisée et 1’absorbance a été
mesurée a 260 et 280 nm. La pureté de I’ADN plasmidique est déterminée grice au
ratio A260/A280 réalisé par le spectrophotométre. Lors de ce dosage, le «blanc» fut
réalisé a I’aide de 500 pL d’eau déionisée. Une unité d’absorbance & 260 nm équivaut

a 50 pg/mL d’ADN double brins.

2.3 Cultures cellulaires

Les cellules humaines HEK-293A (293A) (220) sont un sous-clone d’une
lignée immortalisée de fibroblastes rénaux humains transformés par de I’ADN Ad de
type 5 (221). Les cellules 293 A expriment constitutivement les génes E1A et E1B de
I’Ad. Ces cellules sont utilisées pour la propagation d’Ad délété dans la région El
grice a une complémentation en trans. Les cellules 293A sont cultivées dans du
milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Multicell Wisent Inc, Ca. et
Hyclone Utah, E.-U.) supplémenté de 5% (v/v) de sérum de veau feetal (Multicell
Wisent Inc., Ca. et Hyclone, Utah, E.-U.) et de 2 mM de L-glutamine (Wisent, Ca.).

Les cellules ont été cultivées a 37°C dans un incubateur maintenu a 5 % de CO..

Les cellules 293-cTA sont dérivées des cellules 293 A qui ont été transfectées
de fagon stable avec le plasmide pcDNA-cTA (159). Les cellules transfectées ont été
sélectionnées pour la résistance au G418. Ces cellules sont utilisées pour titrer la
contamination par le virus auxiliaire lors de I’amplification des adénovirus de
troisiéme génération. Les cellules 293-cTA expriment constitutivement I’activateur
cTA permettant I’induction du promoteur CR5. La DsRED est alors fortement
exprimée. Les conditions de culture pour les cellules 293-cTA sont les mémes que

pour les cellules 293A.
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Les cellules 293FLPe sont dérivées de cellules 293A qui ont été transfectées
de fagon stable avec le plasmide pCAGGSFLPeIRESpuro (161). Les cellules
transfectées ont été sélectionnées pour I’expression stable des transgénes en présence
de puromycine [1,5 pg/mL] (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.). Ces cellules sont
utilisées pour la propagation d’adénovirus de troisiéme génération. Ces cellules
permettent la production d’HDAd tout en diminuant la contamination par le virus
auxiliaire utilisé lors de cette production. Les cellules 293FLPe sont cultivées dans
du milieu DMEM (Multicell Wisent Inc, Ca. et Hyclone Utah, E.-U.) supplémenté de
7,5% (v/v) de sérum de veau feetal (Multicell Wisent Inc. Ca. et Hyclone Utah,
E.-U.), de 2 mM de L-glutamine (Wisent, Ca.) et de puromycine [1,5 pg/mL] (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.). Les cellules ont été cultivées a 37°C dans un

incubateur maintenu a 5% de CO,.

Les cellules humaines A549 sont des cellules épithéliales basiques alvéolaires
qui proviennent d’une culture d’explants de tissus carcinomateux de poumons d’un
caucasien maéle de 58 ans (222). Les conditions de culture pour les cellules A549

sont les mémes que pour les cellules 293A.

Les cellules humaines HeLa S3 sont un sous-clone de la lignée cellulaire
HeLa, celle-ci cancéreuse (223). Ces cellules proviennent d’un prélévement de
cellules épithéliales d’un carcinome du col de 1'utérus chez une femme agée de
31 ans. Les conditions de culture pour les cellules HeLa S3 sont les mémes que pour

les cellules 293 A.

Les cellules murines C2C12 (224) sont un sous-clone d’une lignée de
myoblastes murins établie a partir du muscle de la cuisse d’une souris C3H. La
particularité des C2C12 est leur capacité a produire des myotubes capables de se
contracter au cours de leur différenciation. De plus, les myotubes expriment
plusieurs protéines musculaires spécifiques, d’ou leur atout lors d’études portant sur
la différenciation des cellules non musculaires en cellules musculo-squelettiques
(224). Les cellules C2C12 sont cultivées dans du milieu DMEM (Multicell Wisent
Inc. Ca. et Hyclone Utah, E.-U.) supplémenté de 10% (v/v) de sérum de veau feetal
(Multicell Wisent Inc. Ca. et Hyclone Utah, E.-U.) et de 2 mM de L-glutamine

(Wisent, Ca.). Les cellules ont été cultivées a 37°C dans un incubateur maintenu a 5
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% de CO,. La différenciation en myotubes est induite par le changement de milieu de
croissance lorsque les cellules C2C12 sont entre 70 et 90% de confluence. Le milieu
de croissance est remplacé par du milieu DMEM (Multicell Wisent Inc. Ca. et
Hyclone Utah, E.-U.) supplémenté de 2% (v/v) sérum équin (Sigma, St-Louis, MO,
E.-U.) et de 2 mM de L-glutamine (Wisent, Ca.).

2.4 Transfection transitoire

Les transfections transitoires sont effectuées grace a la Lipotfectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, Ca.). Les cellules sont ensemencées a une concentration de
4x10* (C2C12), 7x10* (HeLa et A-549) et 8x10* cellules (293A) cellules par puits
dans une plaque de 24 puits. Vingt-quatre heures plus tard, le mélange de transfection
a été ajouté aux cellules. Ce mélange est constitué de 1 pg de mélange d’ADN et de
2 uL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad Ca.) tous deux complétés a un
volume final de 50 uL grace a une solution d’opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, Ca.).
Le mélange d’ADN est constitué d’une fraction égale du plasmide d’intérét et d’un
plasmide rapporteur pAdCMVS5SEAPDCGFP (225) exprimant la phosphatase
alcaline sécrétée (SEAP) sous le contr6le du promoteur/activateur CMV. Chacune
des solutions est incubée pendant 5 minutes a la température de la piéce. Ensuite, les
solutions d’opti-MEM contenant ’ADN et la Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, Ca.) sont mélangées puis incubées durant 20 minutes a la température de la
piece. Le mélange final de 100 pL contenant ’ADN, la Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, Ca.) et ’opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) est ajouté
délicatement a chacun des puits. Quarante-huit heures (293A, Hela S3, A549,
C2C12 myoblastes) ou 11 jours (C2C12 myotubes) suivant la transfection, les

échantillons de B-gal et de phosphatase alcaline sécrétée sont récoltés.

2.5 Electroporation de souris CD1

Toutes les expériences animales ont été effectuées conformément aux régles
établies par le Comité de protection des animaux de I’Université McGill et de
'Institut de recherche en biotechnologie. Des souris CD1 adultes (CDI1, Charles
River Laboratories) de cinq a six semaines ont été utilisées. Préalablement a

I’électroporation, 30 pL d’hyaluronidase (0,4 U/uL diluée dans une solution saline)
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(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, E.-U.) ont été injectés dans le muscle tibialis
antérieur (TA) de chacune des souris anesthésiées. Deux heures suivant cette
opération, celles-ci ont €té injectées avec 40 uL de plasmide [1 pg/uL]. Les
conditions de production des plasmides injectés sont les mémes que celles présentées
lors de la production de plasmides a 1'exception de 1’étape finale d’extraction.
L’extraction de I’ADN plasmidique est effectuée a 1’aide du «Endofree Plasmid Maxi
Kit» (Qiagen, Missisauga, ON, Ca.). L’ADN plasmidique a été resuspendu dans du
tampon phosphate salin (PBS) (Multicell Wisent Inc, Ca. et Hyclone Utah, E.-U.).
Suite a cette injection, un courant électrique de 8 pulsations de 175 volt/cm?

(durée: 20 milisecondes; intervalle: 1 seconde) a été appliqué grace a un systéme
d’électroporation (ECM 830; BTX Division, Genetronix, San Diego, CA, E-U.) a
I’aide d’électrodes circulaires (7 mm de diamétre). Deux expériences
d’électroporation ont été effectuées. Six et huit muscles ont respectivement été
injectés (sur 3 a 4 souris). Dix jours suivant 1’injection, les souris ont été
euthanasiées et le TA entier a été prélevé et congelé dans de 1’azote liquide. Des
sections cryogénéisées du TA ont été resuspendues dans du tampon de lyse «[p-Gal
Reporter Gene Assay, chemiluminescent» (Roche Molecular Biochemical,
Mainnheim, Allemagne) et la quantité totale de protéines dans chacun des
échantillons a été mesurée. Le nombre de fibres positives pour la B-gal a aussi été

dénombré pour chacun des plasmides.

2.6 Production d’adénovirus recombinants

Tous les adénovirus ont été produits et amplifiés dans du milieu complet
DMEM (Hyclone Utah, E.-U) supplémenté de 7,5% (v/v) de sérum de veau feetal
(Hyclone Utah, E.-U.) et de 2 mM de L-glutamine (Wisent, Ca.).

Afin de produire des adénovirus de troisieme génération TnIS(Im)B-USEx3 et
TnIS(Im)B-AUSEx3, les plasmides pTnIS(Im)B-USEx3DysFL et pTnIS(Im)B-
AUSEx3DysFL ont été digérés par Pmel. L’enzyme a ensuite été inactivé et le
plasmide linéarisé a été déphosphorylé par la phosphatase alcaline shrimp (Fermentas
Inc, MD, E.-U.) qui, a son tour, a été inactivée. Une digestion par I’enzyme Ascl a

ensuite été réalisée et inactivée. Les fragments d’ADN ont ensuite été purifiés par la
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méthode de phénol/chloroforme (226). Les fragments de 15 000 pb ont ensuite été
ligués (37,5 pL d’ADN dans un volume total de 50 pL) par I’enzyme T4 DNA ligase
et incubés pendant 48 heures a 16°C. Le produit de ligation a ensuite été purifié par
la méthode de phénol/chloroforme (226). Les conditions de construction de ’HDAd
CBLacZ-ITR sont les mémes que celles présentées lors de la construction des HDAd
TnIS(Im)B-USEx3 et pTnIS(Im)B-AUSEX3 en remplagant les enzymes Pmel et Ascl
par les enzymes NotI et Sall.

Le jour 1, les cellules 293FLPe sont ensemencées a une concentration de
1,5x10° cellules par puits dans un pétri de 35 mm. Vingt-quatre heures plus tard, le
milieu de culture est retiré et remplacé par 2 mL de milieu de culture frais et le
mélange de transfection a été ajouté aux cellules. Ce mélange est constitué de 4 pg de
la ligation préparée précédemment, auquel on ajoute de I'opti-MEM (Invitrogen,
Carlsbad, Ca.) pour un volume final de 250 pL et de 10 pL de Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad Ca.) dans 250 pL de opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, Ca.).
Chacune des solutions est incubée 5 minutes & la température de la pi¢ce. Ensuite, les
solutions d’opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) contenant I’ADN et la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) sont mélangées puis, incubées durant
20 minutes a la température de la pi¢ce. Le mélange final de 500 pL contenant
I’ADN, la Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) et ’opti-MEM (Invitrogen,
Carlsbad, Ca.) est ajouté délicatement au pétri de 35 mm. Les cellules subissent une
agitation douce durant 24 heures. Ensuite, le virus auxiliaire est ajouté a une
multiplicité d’infection (MOI) de 15. Suite a une incubation de 72 heures, les cellules
293FLPe sont récoltées et centrifugées a 300g (rotor :H6000A, RC-3B Sorvall
Refrigirated centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Inc.) durant 5 minutes afin de
produire un culot. Celui-ci est ensuite resuspendu dans 500 pL de milieu de culture
frais. Par la suite, trois cycles de gel-dégel (-80°C / 37°C) sont réalisés dans le but de

lyser les cellules et de libérer les particules virales. Ceci correspond au passage 0.

2.7 Amplification des virus

Les virus ont été amplifiés sur des cellules 293FLPe pour tous les cycles
d'amplification. Le jour 1, les cellules 293FLPe sont ensemencées i une

concentration de 5x10° cellules par puits dans une plaque de 6 puits. Vingt-quatre
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heures plus tard, le milieu de culture est retiré et remplacé par 1 mL de milieu de
culture frais additionné de 250 uL du passage précédent (ici le passage 0) et de X pL
du virus auxiliaire pour une MOI de 15. Les cellules subissent une agitation douce
pendant 6 heures. Ensuite, 1 mL de milieu de culture frais y est ajouté. Suite a une
incubation de 72 heures, les cellules 293FLPe sont récoltées et centrifugées a 300g
(rotor :H6000A, RC-3B Sorvall Refrigirated centrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Inc.) durant 5 minutes afin de produire un culot. Ce dernier est ensuite
resuspendu dans 500 pl de milieu de culture frais. Par la suite, trois cycles de
gel-dégel (-80°C / 37°C) sont réalisés. Ceci correspond au passage 1. Les passages 2
a 6 sont réalisés selon les conditions précédentes. Afin de produire le passage 7, les
cellules 293FLPe sont ensemencées a une concentration de 3x10° a 5x10° cellules
dans un pétri de 100 mm. Vingt-quatre heures plus tard, le milieu de culture est retiré
et remplacé par 5 mL de milieu de culture frais additionné de 250 pL. du passage
précédent (ici le passage 6) et de X uL du virus auxiliaire pour une MOI de 5. Par la
suite, les étapes réalisées dans le but de libérer les particules virales sont les mémes
que celles exposées pour le passage 1. Le culot cellulaire est toutefois resuspendu
dans 1 mL de milieu de culture frais. Le passage 8 (un pétri de 150 mm contenant
entre 5x10° a 7x10° de cellules 293FLPe, 500 pL du passage 7 et X pL du virus
auxiliaire pour une MOI de 5), le passage 9 (10 pétris de 150 mm contenant entre
5x10% 4 7x10° de cellules, 50 puL du passage 8 et X pL du virus auxiliaire pour une
MOI de 5 et le passage 10 (de 50 a 100 pétris de 150 mm contenant entre 5x10° a
7x10° de cellules 293FLPe, 10 a 40 pL du passage 9 et X pL du virus auxiliaire pour
une MOI de 5) sont réalisés en suivant les mémes procédures exposées
précédemment. Les culots des passages 8 a 10 sont resuspendus dans 2 volumes de
culot dans du milieu de culture complet (passages 8 et 9) et Tris-HCI, pH 8 [0.1 M]
(MP Biomedicals, Solon, OH, E.-U.).

2.8 Purification des virus

Un premier gradient continu de chlorure de césium (CsCl) (Bioshop Canada
Inc., Burlington, ON, Ca.) a été fait dans un tube de 25 mm X 89 mm. Pour chaque
mL de surnagent viral, 0,01 volume de sodium deoxycholate 5% (v/v) est ajouté,

mélangé puis incubé durant 30 minutes a 22°C. Ensuite, sont ajoutés dans 1’ordre:
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0,005 volume de MgCl,[2 M] (BDH Inc., Toronto, Ca.), 0,005 volume d’une solution
de DNase | (100 mg DNase 1 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.) dilué dans 10
mL de Tris-HCI, pH 7,4 [20 mM], NaCl [50 mM] (EMS, Sciences), dithiothreitol [1
mM] (Bioshop Canada Inc., Burlington, ON, Ca.), d’albumine de sérum de boeuf [0, 1
mg/mL] (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.) et 50% de glycérol (EMD Chemicals
Inc., Darmstadt, Allemagne)) et 0,005 volume d’une solution de RNase A (100 mg
RNase A (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.) dilué dans 10 mL de Tris-HCI, pH
7,4 [10 mM], et de NaCl [15 mM]). La solution est ensuite bien mélangée et incubée
a 37°C de 30 a 45 minutes en agitant fréquemment. Ensuite, pour chaque mL de
solution, 0,58 mL de CsCl saturé (150 pL de Tris-HCI, pH 8 [1.0 M], 30 pL de
EDTA [0.5 M] (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.), 29 g de CsCl dans un volume
final de 15 mL d’H,O déionisée) est ajoutée. La solution est ensuite mise dans un
tube 25 mm X 89 mm Quick-Seal (Beckman, Palo Alto, CA,
E.-U.). La solution peut étre complétée avec du CsCl dilué (9 mL de 10 mM
Tris-HCI [pH 8], 5,22 mL de CsCl saturé) au besoin. Le tube est ensuite scellé avec
un «tube Sealer» (Beckman, Palo Alto, CA, E.-U.). Le virus est ensuite centrifugé
durant 24 heures a 116 395g (rotor : type 60 Ti, Beckman L8-M ultracentrifuge,
Beckman, Palo Alto, CA, E.-U.). La bande virale a été récoltée a 1’aide d’une aiguille
de 20G. Le virus est ensuite dilué dans un volume final de 13 mL de CsCl dilué dans
un tube de 14 mm X 89 mm Ultra-Clear (Beckman, Palo Alto, CA, E.-U.). Le virus
est centrifugé une seconde fois durant 24 heures a 159 512g (rotor : SW41 Ti,
Beckman L8-M ultracentrifuge, Beckman, Palo Alto, CA, E.-U.). La bande virale a
été récoltée a 1’aide d’une aiguille de 20G dans un volume maximum de 2 mL. Le
virus est ensuite purifié & I’aide d’une colonne NAP10 (GE Healthcare Biosciences
AB, Suede). Cette colonne permet d’enlever le CsCl indésirable. Préalablement a
I’ajout du virus sur la colonne, celle-ci est équilibrée avec 15 mL de tampon de
congélation (Hepes [50 mM] (Boehringer Mannheim, Allemagne), MgCl, [2 mM]
(BDH Inc., Toronto, Ca.), NaCl [150 mM], 5% Sucrose [pH :7,5] (EM Sciences
Darmstadt, Allemagne)). Suite a 1’ajout du virus sur la colonne, 1,5 mL de tampon
de congélation est ajouté sur celle-ci dans le but de récupérer le virus. Celui-ci

purifié, est ensuite conservé a -80°C.
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2.9 Titration des virus HDAd

Le titre des virus est exprimé en particules totales. Il est obtenu de la fagon
suivante : un échantillon de 25 uL de virus HDAd purifié¢ est mis en présence de
475 pL de tampon de Lyse de virion (VLB) (0,1% SDS (EMD Chemicals Inc.,
Darmstadt, Allemagne), Tris-HCL, pH 7,4 [10 mM] et EDTA [1 mM] (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.)). L’échantillon est incubé pendant 10 minutes a 56°C
avec agitation fréquente. Le nombre de particules totales est ensuite déterminé par
I’absorbance a 260 nm a 1’aide d’un spectrophotométre (BioPhotometer, Eppendorf
AG, Hamburg, Allemagne). Lors.de ce dosage, 500 pL de tampon VLB a permis de
réaliser le «blanc». Le titre du stock viral en particules virales totales par mL est
déterminé par la multiplication de 1’absorbance obtenue a 260 nm par le facteur de

dilution de I’échantillon et par la constante 1,1x10'%.

Le titre viral infectieux en particules infectieuses par mL est obtenu de la
facon suivante : le jour 1, les cellules 293 A sont ensemencées a une concentration de
1,5x10° cellules par pétri dans un pétri quadrillé (comprenant 200 carrés) de 35 mm.
Vingt-quatre heures plus tard, le milieu de culture est retiré et remplacé par 1 mL de
dilution en série du virus a titrer. Suite & une agitation douce d’environ 6 heures,
1 mL de milieu de culture frais est ajouté. Quarante-huit heures suivant les
infections, les cellules sont colorées au X-gal. Vingt-quatre heures suivant la
coloration, les cellules «bleues» sont dénombrées sur les pétris ayant en moyenne
entre 10 et 30 cellules «bleues» par carré. Le titre exprimé en particules infectieuses
par mL est obtenu en divisant le nombre moyen de cellules «bleues» dans le pétri par

la dilution du virus.

2.10 Titration du virus auxiliaire

Le jour 1, les cellules 293-cTA sont ensemencées a une concentration de
* 1,2x10° cellules par puits dans une plaque de 12 puits. Vingt-quatre heures plus tard,
le milieu de culture est retiré et remplacé par 0,5 mL de dilution en série du virus a
titrer. Une agitation douce est ensuite appliquée durant les 6 heures suivantes. Suite
a cette opération, 0,5 mL de milieu de culture frais est ajouté. Quarante-huit heures

suivant les infections, le surnageant cellulaire ainsi que les cellules sont récoltés et
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centrifugés a 300g (rotor :H6000A, RC-3B Sorvall Refrigirated centrifuge, Thermo
Fisher Scientific, Inc.) durant 3 minutes. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu
dans 400 uL de PBS (Multicell Wisent Inc, Ca. et Hyclone Utah, E.-U.). Les cellules
sont ensuite mises en présence de 100 pL formaldéhyde 10% (Polysciences, Inc.,
Warrington) durant une période de 30 minutes. Les échantillons sont ensuite analysés
par cytofluorométrie de flux. Le titre du virus auxiliaire est déterminé grace a une
courbe de titration. Un méme nombre de cellules a été infecté par différentes
dilutions de virus HDAd. Le pourcentage de cellules infectées par le virus auxiliaire
(cellules RFP positives) permet de tracer une courbe en fonction de la dilution (227).
La pente de cette courbe de titration permet alors de déterminer le titre viral
puisqu’elle est proportionnelle au titre du virus auxiliaire selon la distribution de

Poisson.

2.11 Cytofluorométrie de flux

Les résultats de cytofluorométrie de flux ont été obtenus a I’aide d’un
cytofluoromeétre Coulter EPICS™ XL flowcytometer (Beckman, Palo Alto, CA,

E.-U.). Ceux-ci sont exprimés en pourcentage de cellules positives (cellules rouges).

2.12 Infection des cellules avec les HDAd

Le jour 1, les cellules sont ensemencées & une concentration de
5x10% (C2C12), 8x10* (HeLa et A-549) cellules par puits dans une plaque de 24 puits.
Vingt-quatre heures plus tard, le milieu de culture est retiré et remplacé par 0,25 mL
de milieu frais contenant X pL de virus HDAd pour une MOI de 5 000 particules
totales. Suite a une agitation douce d’environ 6 heures, 0,25 mL de milieu de culture
frais est ajouté. Quarante-huit heures (HeLa S3, A549, C2C12 myoblastes) ou

11 jours (C2C12 myotubes) suivant I’infection, les échantillons de -gal sont récoltés.

2.13 Injection de souris CD1

Toutes les expériences animales ont été effectuées conformément aux regles
établies par le Comité de protection des animaux de ['Université McGill et de I'Institut
de recherche en biotechnologie. Quinze souris CD1 adultes (CD1, Charles River

Laboratories) dgées de 5 a 6 semaines et 22 souris CD1 nouveau-nées (CD1, Charles
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River Laboratories) ont été utilisées au cours de cette expérience. L’injection a €té
pratiquée sur les souris anesthésiées. L’opération compléte comprenant la chirurgie
et 'injection dure environ 20 minutes. Chez les souris adultes et nouveau-nées,
I’injection percutanée du TA est effectuée a ’aide de 35 uL et 5 uL. d’HDAd
(1.0x10" particules total/mL) respectivement grice a une aiguille de 30 gauges.
Seize jours suivant I’injection, les souris ont été euthanasiées et le TA entier a été
prélevé et congelé dans de ’azote liquide. Des sections cryogénéisées du TA ont été
resuspendues dans du tampon de lyse «B-Gal Reporter Gene Assay,
chemiluminescent» (Roche Molecular Biochemical, Mainnheim, Allemagne) et la
quantité totale de protéines dans chacun des échantillons a été mesurée. Les fibres

positives pour la B-gal ont aussi été dénombrées pour chacun des HDAd.

2.14 Dosage de protéines

Une évaluation de la quantité protéique par essai colorimétrique est effectuée
en suivant la procédure de dosage «Bio-Rad DC Protein Assay» (Bio-Rad
Laboratories, Hercules). Cet essai effectué en deux étapes, est basé sur la réaction
des protéines avec une solution de tartrate de cuivre dans un milieu alcalin. Dans un
second temps, le réactif de folin ajouté est réduit par la protéine liée au cuivre. Les
essais sont effectués sur les échantillons de -gal extraits a 1’aide du «[-Gal Reporter
Gene Assay, chemiluminescent» (Roche Molecular Biochemical, Mainnheim,
Allemagne). Les extraits protéiques ont été préparés pour I’analyse selon les
recommandations du manufacturier. Une lecture simple a 750 nm est réalisée a la
température de la piéce a 1’aide d’un lecteur de microplaque Spectro max 250
(Molecular Devices Corporation, CA, E.-U.) sous le controle du logiciel Softmax Pro
(Molecular Devices Corporation, CA, E.-U). La densité optique permet de
déterminer pour chacun des échantillons, la teneur en protéine (ug/uL). Cette valeur

est ensuite utilisée afin de pouvoir comparer l'efficacité des différentes infections.

2.15 Dosage de la phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline sécrétée est une protéine de 64 kDa dérivee de
’isoforme du placenta humain. Contrairement a plusieurs isoformes de phosphatase

alcaline endogéne, la SEAP n’est pas inactivée par une température de 65°C et la
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présence de L-homoarginine n’affecte pas son activité, alors que ces conditions

inactivent de nombreux isoformes de phosphatase alcaline endogene.

Le dosage enzymatique a été établi selon le procédé suivant: 50 pL de
surnageant cellulaire provenant d’une transfection transitoire ont été placés dans une
plaque de 96 puits. Chacun des échantillons a préalablement subi une étape
d’inactivation & 65°C pendant 10 minutes dans le but d’inactiver les isoformes de
phosphatase alcaline endogéne.  Ensuite, 50 pL de tampon de SEAP
(4-nitrophenyl phosphate (PNPP) [20 mM] (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.)
dans du tampon de SEAP 2X (diethanolamine, pH 9.8 [1 M] (Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO, E.-U.), MgCl, [2 mM], 1-homoarginine [10 mM] (Sigma-Aldrich,
St-Louis, Md, E.-U.)) sont ajoutés a chacun des ¢chantillons. Une cinétique a
405 nm est réalisée a la température de la piéce sur une durée de 30 minutes a I’aide
d’un lecteur de microplaque Spectro max 250 (Molecular Devices Corp.) sous le
contrdle du logiciel Softmax Pro (Molecular Devices Corp.). La lecture est faite a
intervalles de 30 secondes. La pente de la cinétique est déterminée pour chacun des
échantillons et elle est utilisée afin de pouvoir comparer l'efficacité des différentes

transfections.

2.16 Dosage de la B-galactosidase

Le gene de la f-gal est encodé par le géne de B-gal fusionnée (Clontech
Laboratories, Palo Alto, Ca.). Ce dernier est nommé fusionné puisqu’il comprend
92 acides aminés provenant du geéne de 1’alcool déshydrogénase de Drosophila
melanogaster suivis des acides aminés du géne de LacZ de E.coli. Lorsque ce geéne
est fusionn€ a un promoteur de cellules de mammiferes, il peut servir de geéne
rapporteur grace a sa détection dans les extraits cellulaires. La B-gal a été extraite des
cellules avec le «B-Gal Reporter Gene Assay, chemiluminescent» (Roche Molecular
Biochemical, Mainnheim, Allemagne). Les extraits cellulaires ont été préparés pour
I’analyse selon les recommandations du manufacturier. Les mesures ont ensuite été
prises a I’aide du luminométre «Microtiter plate luminometer» (Dynex, E.-U .) et du
logiciel «Revelation MLX» (Dynex, E.-U.) ou du luminométre «Labsystems
Luminoskan» ou encore du luminomeétre «BioOrbit luminometer» (LKB-Fisher,

Turku, Finlande).
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2.17 Coloration au X-gal

La présence de la protéine B-gal dans les cellules peut étre révélée grace a
I’utilisation d’une galactoside, ici le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactopyranoside
(X-gal). Chez les bactéries, la B-gal catalyse le clivage du lactose en glucose et
galactose. Elle catalyse I’hydrolyse de substrat incolore tel que le X-gal en deux

composes soit le galactose et un composé insoluble bleu.

La coloration des cellules a été effectuée de la maniére suivante : 48 heures
(293A, C2C12 myoblastes, 293-cTA) ou 11 jours (C2C12 myotubes) suivant la
transfection ou 1’infection, le milieu de croissance est retiré. Les cellules sont ensuite
lavées avec du PBS pendant 3 minutes. Par la suite, les cellules sont mises en
présence de PBS compiémenté avec 0,5 % (v/v) de glutaraldéhyde (Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO, E.-U.) afin d’induire leur fixation. Subséquemment, le glutaraldéhyde
est retir€ et les cellules sont lavées a deux reprises durant 3 minutes a I’aide de PBS.
Le tampon X-gal (chlorure de magnésium [1 mM] (BDH Inc., Toronto, Ca.),
ferricyanide de potassium [5 mM] (BDH Inc., Toronto, Ca.), ferrocyanide de
potassium [5 mM] (Produits Chimiques Américains Ltée, Toronto, Ca.) dans du PBS
(Multicell Wisent Inc, Ca. et Hyclone Utah, E.-U.)) supplémenté de 10 uL par mL de
X-gal [20 mg/mL] (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E.-U.) dilué dans du
diméthylformamide (Produits Chimiques Américains Ltée, Toronto, Ca.) est ajouté a
chacun des puits. La plaque est maintenue a 5 % de CO, pendant 24 heures a 37°C

dans un incubateur.

2.18 Microphotographies

Les photographies de transfections ont été prises avec une caméra couleur
refroidie DEC-750 (Zeiss Optronics, Allemagne), un microscope inversé DMIL avec
un objectif 10x C Plan (Leica Microsystems, Allemagne) et le logiciel Apple Video
Player (Apple Computers, CA, FEtats-Unis). Les photographies de sections
musculaires ont été prises avec une caméra couleur CC-12 (Soft Imaging Systems,
Allemagne), un microscope CKX41 (Olympus, Allemagne) et le logiciel Cell D
(Olympus/Soft Imaging Systems, Allemagne).
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2.19 Analyses statistiques

Les données sont exprimées par la moyenne + erreur standard de la moyenne
ES(M). Celles-ci ont été analysées selon une analyse de la variance (ANOVA) suivie
d’une analyse de Fisher (LSD) dans le but de comparer les moyennes. Le seuil de
signification statistique a €té placé a p<0,05. Les analyses ont été effectuces a 1’aide
du logiciel «GB-STAT» (Dynamic Microsystems, Inc). Ces derniéres ont été
effectuées sur les données normalisées ou encore sur les données normalisées

modifiées par le «log» en base 10.
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3.1 Développement de promoteurs efficaces et muscles spécifiques

3.1.1 Description des constructions plasmidiques

Tel qu’il a été mentionné dans la section revue de littérature, nous voulions
développer un promoteur muscle spécifique pour la thérapie génique de la dystrophie
musculaire de Duchenne. Pour ce faire, nous avons cherché & développer un
promoteur fortement actif dans les cellules musculaires lentes et rapides. Ces
promoteurs devraient aussi avoir une activité trés faible dans les cellules non
musculaires. Nous disposions, au sein du laboratoire, du promoteur muscle
spécifique de la créatine kinase murin (MCK) (figure 9). Nous voulions comparer sa
puissance a d’autres promoteurs muscles spécifiques tel que le promoteur minimal de
I’isoforme lent de la troponine I humaine. Il a été démontré précédemment que la
fusion de trois copies des activateurs IRE du TnIF de caille (figure 9) confere une
expression muscle spécifique in vivo (229). Par conséquent, nous avons aussi testé
des constructions contenant le promoteur minimal TnIF de caille lié & trois copies de
I’activateur IRE. Nous avons également décidé de développer et de tester des
constructions contenant plusieurs copies de 1’activateur USE ou de 1’activateur
tronqué AUSE du géne de la TnIS humain (figures 10 et 11). Certaines de ces
constructions contiennent les activateurs IRE ou AUSE dans deux orientations
possibles soit 1’orientation naturelle (5°-3°) ou. inversée (3’-5’). L’avantage de
tronquer ’activateur USE réside dans 1’expression du transgene a la fois dans les
fibres lentes et rapides puisque 1’expression du transgene n’est plus confinée aux

fibres de type lentes.

La puissance des nouvelles constructions developpées a été comparée a celle
du promoteur/immeédiat-précoce CMV et du promoteur hybride de la B-actine de
volailles (CB) (figure 9). La puissance de nos activateurs/promoteurs a aussi €té
comparée a celle de I’activateur/promoteur MCK. 11 a été démontré, par 1’utilisation
de vecteurs adénoviraux de premiere génération, que 1’activateur/promoteur MCK

confere une expression muscle spécifique lors d’expériences in vivo (193;214).

~ D’autre part, des études ont démontré que la présence d’introns peut améliorer

le niveau et la stabilit¢ de 1’expression d’un géne in vivo (212;213;230). C’est la
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raison pour laquelle nous avons inséré, aprés le site d’initiation de la transcription, un
petit intron de 100 pb dans chacune de nos constructions, a I’exception des
constructions CB et MCK. Cet intron est dérivé de I’ARN messager tardif 16/19S du
polyomavirus simian 40 (SV40). L’intron original (Clontech Laboratories, Palo Alto,
Ca.) contient un ATG pouvant initier la traduction & partir du site accepteur et
donneur du 19S lorsque ce dernier n’est pas complétement épissé (dans 10 a 20% du
temps) (211). Nous avons donc modifié la séquence ATG de l’intron pour la
séquence ATA (voir la section Matériel et méthode). Ce changement empéche la
formation d’une protéine de fusion indésirable. A noter que toutes les constructions
plasmidiques ont été construites a partir du méme plasmide de départ ou chacun des
activateurs/promoteurs contréle I’expression de 1’enzyme B-gal, utilisé ici comme

géne rapporteur.
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-350 +1 +960

EGmnen MCK Promoter ] =
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-204 +22

Figure 9 : Construction contréle : constructions dérivées de promoteurs muscles spécifiques et

viraux
Sur chacune des constructions, la position du promoteur minimal et de Pactivateur est indiquée. La
construction CMV est constituée de 1’activateur promoteur/immédiat-précoce du cytomégalovirus
humain. La construction CB (aussi connue sous le nom de CAG) est constituée de I’activateur
immédiat/précoce du CMV li¢ au promoteur minimal fusionné au premier intron du géne de la B-actine
de volaille. La construction MCK contient le fragment en amont de 1,35kb du geéne de la créatine
kinase musculaire murin et la construction TnlF contient le promoteur minimal du géne de ’isoforme
rapide de la troponine I de caille lié a trois copies de I’activateur du premier intron du méme géne
(IRE) dans une orientation naturelle (+) ou inversée (-).
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Figure 10 : Structure des constructions dérivées du géne de I’isoforme lent de la troponine 1

humain

A) Construction contenant I’activateur en amont du géne TnlS (USE) B) Construction contenant
’activateur tronqué en amont du gene TnlS (AUSE). Toutes les constructions sont constituées d’une
fusion du promoteur mininal (région -95 :+56) du géne TnIS humain & une ou cinq copies du USE ou a
une 4 quatre copies du AUSE. Dans deux constructions AUSE (AUSExI(-) et AUSEx2(-)), les
activateurs sont dans une orientation inversée. Toutes les constructions ont été fusionnées a un intron

dérivé du SV40.

Res¥ricion au type de fibre Com%fespédﬂdlaan(ﬂhresmmwlam
Figure 11 : Structure de ’activateur tronqué du AUSE

L’activateur tronqué AUSE confére une spécificité aux fibres musculaires.

Il est composé d’un

domaine E-Box, MEF-2 et d’un motif CACC liant respectivement les protéines MyoD/Myogénine,
Entre les domaines MEF-2 et E-box, il y a la présence d’un

MeF-2 et le facteur de transcription Spl.

domaine NFAT.

AUSEx1

AUSEx1(-)

AUSEx2

AUSEx2(-)

AUSEx3

AUSEx4
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3.1.2 Effet de la modification de I’ATG intronique du pCMVp

Tout d’abord, nous devions nous assurer que la modification effectuée sur
I’intron de 100 pb n’affectait pas 1’activité basale du promoteur CMV. Afin de nous
en assurer, nous avons comparé parallélement I’activité du promoteur CMV lié a
I’intron modifié (Im) ou lié a I’intron original dans les cellules non musculaires. Pour
ce faire, nous avons transfecté des cellules 293A avec les plasmides pCMVP et
pCMV(Im)B. Lors de cette transfection, nous avons ajouté le plasmide rapporteur
pAdCMV5SEAPDCGEFP, codant pour la protéine SEAP, afin de pouvoir normaliser
nos données de transfection. Quarante-huit heures suivant la transfection, le
surnageant cellulaire a été recueilli. La teneur en SEAP de I’échantillon a été
mesurée afin de déterminer I’efficacité de la transfection. La B-gal a aussi été extraite
des cellules. La valeur de B-gal déterminée par luminométrie, a été normalisée par la
valeur de SEAP de ce méme échantillon. Finalement, les valeurs sont normalisées
pour une valeur arbitraire de 100 pour le plasmide pCMV(Im)B. Cette méthode de
normalisation a été utilisée lors de chacune des transfections transitoires en cultures
cellulaires.

Comme nous pouvons le constater a la figure 12, la présence de I’intron
modifié ne permet pas une production significativement différente du géne rapporteur

a partir du promoteur CMV.

30,0

n=3 n=3
25,0

77,7 100

0,0

75.0 -

30,0 1

25,0 1

0,0 -

CMVB C pCMV(Im)p

Valeur B-gal (RLU) normalisée

Figure 12 : Comparaison de P’activité du promoteur CMYV avec 'intron modifié ou P’intron
original dans les cellules 293A

1,6x10° cellules 293 A ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec lpg du plasmide pPCMVP ou

pCMV(Im)B. Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est indiqué.

Les cellules ont été récoltées deux jours post-transfection et analysées par luminométrie. Les barres

d’erreurs sont les ES(M).
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Comme la présence de I’intron modifié n’affecte pas la production du géne
rapporteur et que cette modification ne devrait pas permettre la formation d’une
protéine de fusion, nous avons décidé d’insérer I’intron modifi€é dans nos

constructions a venir.

3.1.3 Puissance des promoteurs muscles spécifiques TnlIF et TnIS en cultures
cellulaires

Tel que mentionné dans la section Revue de littérature, nous voulions
développer des promoteurs muscles spécifiques puissants actifs a la fois dans les
cellules musculaires lentes et rapides. Notre laboratoire possédait déja le promoteur
muscle spécifique MCK. Alors, nous avons cherché a obtenir les promoteurs de
I’isoforme rapide et lent de la troponine I. Les éléments régulateurs de ces
promoteurs ont été bien caractérisés dans la littérature. De plus, des études ont
démontré qu’il s’agit de deux promoteurs muscles spécifiques puissants. Ces deux
¢léments ont été les principales raisons de notre choix. Lorsque nous avons obtenu
les activateurs/promoteurs TnIF et TnIS (gracieusement fournis par le Docteur
Ken Hasting de I’Institut de neurologie de Montréal, Université McGill, Montréal,
QC, Ca), nous avons décidé d’insérer les activateurs/promoteurs dans le méme
plasmide de départ (p(Im)-ASXK). De cette fagon, 1’'unique différence entre les

diverses constructions muscles spécifiques sera I’activateur/promoteur d’intérét.

Les constructions contenant les promoteurs MCK, TnIF(-) et USEx1 ont été
les premieres que nous avons testées. Nous voulions déterminer la spécificité de ces
constructions pour les cellules non musculaires. Pour ce faire, nous avons transfecté
des cellules 293A avec les plasmides pPCMV(Im)B, MCK, TnIF(-) et USEx1. Nous
pouvons constater a la figure 13 que P’activité des promoteurs muscles spécifiques
MCK, TnlF(-) et USEx1 dans les cellules 293A correspond a environ 0,07 % de
Pactivité du CMV. Ceci correspond également a I’activité du controle négatif de

transfection (cellules non transfectées).
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Figure 13 : Comparaison de I’activité des promoteurs MCK, TnIF(-) et USEx1 dans les cellules
293A

1,6x10° cellules 293 A ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1pug du plasmide pCMV(Im),

pMCKB, pTnlF(Im)B(-) ou pTnIS(Im)B. Pour chacune des constructions, le nombre (n) de

transfections analysées est indiqué. Les cellules ont été récoltées deux jours post-transfection et

analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du symbole * sont signifiquativement différentes

du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).

Apres avoir déterminé ’activité des promoteurs muscles spécifiques dans les
cellules non musculaires, nous voulions déterminer leur activité dans les myotubes
murins. Pour y parvenir, nous avons transfecté des cellules C2C12 myoblastes dont
nous avons induit la différenciation en myotubes sur une période de 10 jours. A la
figure 14, nous pouvons constater que 1’activité des promoteurs muscles spécifiques
MCK et TnlIF(-) ou USExl dans les cellules C2C12 myotubes correspond
respectivement a environ 3 % et 40 % de ’activité du CMV. Il est important de noter
que Dactivité des promoteurs TnlF(-) et USEx1 est significativement différente de
celle du promoteur MCK. 1l existe plusieurs versions du promoteur MCK. Celle que
nous avons utilisé a déja été testée a 1’aide de vecteur adénovirus de premiére
génération. Un promoteur MCK différent, plus long, a aussi été testé avec des HDAd

in vivo. 1l a été établi qu’il s’agit d’un promoteur muscle spécifique puissant (193).
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Figure 14 : Comparaison de ’activité des promoteurs MCK, TnIF(-) et USEx1 dans les cellules
C2C12 myotubes

8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1pug du plasmide
pCMV(Im)B, pMCKP, pTnIF(Im)B(-) ou pTnlS(Im)B. Pour chacune des constructions, le nombre (n)
de transfections analysées est indiqué. Vingt-quatre heures suivant la transfection, le milieu de culture
a été remplacé afin d’induire la différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12
myotubes. Les cellules ont été récoltées onze jours post-transfection et analysées par luminométrie.
Les valeurs marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs
sont les ES(M).

Puisque I’activateur/promoteur USEx1 permet une meilleure production de
B-gal que le promoteur MCK, nous avons décidé d’utiliser ce dernier afin de
développer un promoteur muscle spécifique efficace. Comme nous pouvons le voir a
la figure 9, I’activateur/promoteur TnlF comporte trois copies de I’activateur IRE.
Nous avons décidé de multimériser I’activateur USE du promoteur USEx1 afin de
déterminer I’effet de 1’ajout d’un activateur sur I’activité du promoteur TnIS.
Parallélement, nous avons décidé de créer une délétion dans 1’activateur USE
(AUSE). Cette délétion devrait permettre au géne rapporteur d’étre exprimé a la fois

dans les fibres musculaires lentes et rapides.
3.1.4 Effet de la multimérisation des activateurs USE et AUSE in vitro

Tel que mentionné précédemment, il a ¢ét€¢ démontré que
’activateur/promoteur TnlF lié a trois copies de 1’activateur IRE est un promoteur
muscle spécifique puissant. Puisque I’activité du promoteur USEx1 lié a une copie
de I’activateur USE n’est pas statistiquement différente de celle du promoteur TnIF(-)

contenant trois copies de l’activateur IRE, nous voulions déterminer si [’ajout
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d’activateur USE allait augmenter 1’activité de notre promoteur. Cette expérience
nous permettra aussi de déterminer [’efficacité du promoteur AUSEx1 lié¢ a
1’activateur tronqué. De plus, nous voulions déterminer si I’orientation de 1’activateur
AUSE influengait I’activité du promoteur TnIS. Pour ce faire, nous avons transfecté
des cellules C2C12 myoblastes. Dans 50% des puits, nous avons induit la

différenciation en myotubes durant 10 jours.

Tel que présenté sur la figure 15, nous pouvons constater que 1’activité des
promoteurs muscles spécifiques TnlF(-), USEx2, AUSEx1 et AUSEx1(-) correspond
a environ 12%, 20%, 12% et 24% de D’activité du CMV respectivement dans les
cellules C2C12 myoblastes. 11 est intéressant de noter que 1’orientation inverse de
I’activateur AUSE affecte positivement 1’activité du promoteur dans les myoblastes.
L’activité du plasmide AUSEx1(-) est statistiquement différente de son homologue
AUSEx1. Nous pouvons aussi conclure que I’ajout d’un activateur USE a un effet
positif sur P’activité du promoteur. En effet, la différence de production du géne
rapporteur entre le promoteur USEx1 et USEx2 est statistiquement différente. De
plus, on peut voir que I’ajout d’un second USE permet une expression

significativement plus élevée que le promoteur TnlF(-).
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Figure 15: Comparaison de P’activité des promoteurs USEx1, USEx2, AUSEx1 et AUSExI1(-)
dans les cellules C2C12 myoblastes

8x10" cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées 4 la Lipofectamine 2000 avec lug du plasmide
pCMV(Im)B, pMCKP, pTnlF(Im)B(-), pTnlS(Im)B, pTnlS(Im)B-USEx2, pTnIS(Im)B-AUSEx1, ou
pTnlS(Im)B-AUSEx1(-). Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est
indiqué. Les cellules ont été récoltées deux jours post-transfection et analysées par luminométrie. Les
valeurs marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont
les ES(M).

Tel que présenté a la figure 16, nous pouvons constater que l’activité du
promoteur muscle spécifique USEx2 est environ 34 fois plus élevée que I’activité du
CMYV dans les myotubes. De plus, on constate que 'activité du promoteur AUSEx|
n’est pas statistiquement différente de celle du CMV dans les cellules C2CI12
myotubes. Contrairement a ce que I’on peut observer sur la figure 14, on constate
que dans les myotubes, ’orientation inverse de |’activateur AUSE semble affecter
négativement D’activité du promoteur TnIS. En effet, P’activité du plasmide

AUSEXx(-) est significativement plus faible que celle du plasmide AUSEx 1.
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Figure 16 : Comparaison de I’activité des promoteurs USEx1, USEx2, AUSEx1 ou AUSE(-) dans
les cellules C2C12 myotubes

8x10 cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec lpug du plasmide
pCMV(Im)B, pMCKP, pTnlF(Im)B(-), pTnIS(Im)B, pTnlS(Im)B-USEx2, pTnIS(Im)B-AUSExI, ou
pTnIS(Im)B-AUSExI(-). Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est
indiqué. Vingt-quatre heures suivant la transfection, le milieu de culture a été changé pour induire la
différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules ont été
récoltées onze jours post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du
symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).

A la lumiére de ces résultats, nous avons pris la décision de poursuivre la
multimérisation des activateurs USE et AUSE par I’ajout d’un troisiéme USE et d’un
second AUSE. Nous voulions déterminer I’activité de ces nouveaux promoteurs
muscles spécifiques dans les cellules musculaires et non musculaires. Puisque nous
avions développé un promoteur muscle spécifique dont I’activité est plus puissante
que le CMV, nous avons décidé d’inclure dans nos plasmides contrdles, un plasmide
contenant le promoteur hybride CB (figure 9). Des études effectuées a 1’aide
d’HDAJ ont démontré que le promoteur CB est plus puissant que le promoteur CMV
(218). Nous voulions comparer I’activité de nos promoteurs muscles spécifiques tel

que le USEx2 a ce promoteur.

Une fois de plus, nous avons transfecté des cellules 293A et des cellules
C2C12 myoblastes dont nous avons induit la différenciation en myotubes sur une

période de 10 jours dans 50% des transfections.
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Tel que présenté sur la figure 17, nous pouvons constater que 1’activité des
promoteurs muscles spécifiques USEx2, USEx3 et AUSEx3 est respectivement 18
fois, 39 fois et 9 fois plus élévée que I’activité du CMV dans les cellules C2C12
myotubes. A noter que I’activité du promoteur USEx3 n’est pas statistiquement
différente de l’activité du promoteur CB. Tout comme a la figure 16, on peut
observer a la figure 17, que I’orientation inverse de 1’activateur AUSE semble affecter
négativement [’activité du promoteur TnIS dans les cellules C2C12 myotubes.
L’activité des promoteurs AUSEx1(-) et AUSEx2(-) est statistiquement différente de
celle des promoteurs AUSEx1 et AUSEx2. On remarque aussi que 1’activité des
promoteurs AUSEx1, AUSEx2 et AUSEx2(-) est satistiquement semblable a celle du
promoteur CMV.

Les résultats obtenus lors des transfections des cellules 293A et C2C12
myoblastes nous permettent de déterminer que ’activité des promoteurs muscles
spécifiques dans les cellules non musculaires 293 A correspondait a environ 0,1% a
0,6% de [Dactivit¢ du CMV (données non présentées). Cette activité est
significativement semblable a celle du contrdle négatif de transfection. L’activité des
promoteurs muscles spécifiques dans les C2C12 non différenciés correspondait a

environ 1% a 4% de 1’activité du CMV (données non présentées).
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Figure 17 : Comparaison de P’activité des promoteurs USEx2, USEx3, AUSEx2, AUSEx3 et
AUSEx2(-) dans les cellules C2C12 myotubes

8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1ug du plasmide
pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnIS(Im)B, pTnIS(Im)B-USEx2, pTnIS(Im)B-USEx3, pTnIS(Im)B-AUSEXI,
pTnIS(Im)B-AUSEx2, pTnIS(Im)B-AUSEx3, pTnIS(Im)B-AUSExI(-) et pTnIS(Im)B-AUSEx2(-).
Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est indiqué. Vingt-quatre
heures suivant la transfection, le milieu de culture a été remplacé afin d’induire la différenciation des
cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules ont été récoltées onze jours
post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du symbole * sont
signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).

Suite & I’obtention de ces résultats, il a été¢ décidé de poursuivre la
multimérisation de |’activateur AUSE par I’ajout d’un quatriétme AUSE. Nous
voulions, par cet ajout, déterminer si 1’activité du promoteur TnlS allait atteindre un
plafond. Parallélement, nous avons développé un plasmide TnlF(+) dont I’orientation
des activateurs IRE est naturelle. Nous souhaitions vérifier si I’orientation des
activateurs IRE influengait I’activité du promoteur TnlF tel que nous 1’observons
chez I’activateur AUSE. Aux figures 16 et 17, il a été démontré que I’orientation
inverse des activateurs AUSE influence négativement 1’activité des promoteurs dans

les cellules C2C12 myotubes.

Tel que mentionné précédemment, nous voulions déterminer 1’activité des
promoteurs muscles spécifiques dans les cellules musculaires et non musculaires.

Pour ce faire, nous avons transfecté des cellules 293A et des cellules C2CI12
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myoblastes. Nous avons induit la différenciation en myotubes pendant 10 jours dans

50% des transfections effectuées chez les myoblastes.

A la figure 18, nous pouvons constater que I’activité des promoteurs muscles
spécifiques USEx3, AUSEx3 et AUSEx4 est respectivement 55 fois, 13 fois et 54 fois
plus élévée que celle du CMV dans les cellules C2C12 myotubes. Il est intéressant
de noter que I’activité des promoteurs USEx3 et AUSEx4 n’est pas statistiquement
différente a celle du promoteur CB dans les myotubes. On remarque aussi que
I’activit¢ du promoteur TnlF(+) ne différe pas de celle du CMV. L’orientation

naturelle des IRE semble avoir un effet positif sur I’activité de promoteur.

Bien que les données ne soient pas présentées, ’activité des promoteurs
muscles spécifiques dans les cellules non musculaires 293 A correspondait a environ
0,3% a 0,5% de celle du CMV. L’activité des promoteurs muscles spécifiques dans
les C2C12 non diftérenciés correspondait en moyenne a environ 5% de celle du CMV

(variant de 0,9% (TnlF(+)) a 10% (USEx3)).
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Figure 18 : Comparaison de I’activité des promoteurs USEx3, AUSEx3, AUSEx4 et TnlF(+) dans
les cellules C2C12 myotubes

8x 10 cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1pg du plasmide
pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnlF(Im)(+), pTnlS(Im)B-USEx3, pTnIS(Im)B-AUSEx3 ou pTnIS(Im)B-
AUSEx4. Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est indiqué.
Vingt-quatre heures suivant la transfection, le milieu de culture a été remplacé afin d’induire la
différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules ont été
récoltées onze jours post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du
symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).
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Afin de confirmer les résultats obtenus a l'aide des valeurs de [-gal
normalisée issues de transfections cellulaires, nous avons transfecté des cellules non
musculaires 293A et des cellules C2C12 myoblastes dont nous avons induit la
différenciation en myotubes sur une période de 10 jours dans 50% des transfections.
Quarante-huit heures (293A ou C2C12 myoblastes) ou 10 jours (C2C12 myotubes)
suivant la transfection, les cellules transfectées ont été colorées pour la B-gal et des
photographies ont été prises. Les cellules positives pour la B-gal sont colorées en
bleu. La figure 19b, nous permet d’observer la supériorité de ’activité du promoteur
CB telle que nous pouvons ’observer a la figure 18. De plus, nous pouvons observer
une intensit¢é similaire entre la coloration des promoteurs CB et
I”activateur/promoteur USEx3 (figures 19b et 19c). Nous pouvons aussi observé que
I"activité du promoteur AUSEX3 tout en étant plus forte que I’activité du promoteur
CMV, est plus faible que celle du promoteur CB (figures 19a, 19b et 19d). Bien que
les photographies prises a la suite de la coloration des transfections transitoires des
cultures de cellules 293A et C2C12 myoblastes ne soient pas présentées, elles

permettaient elles aussi de confirmer les données obtenues par les mesures de la

B-gal.
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Figure 19 : Distribution de la B-gal dans les cultures de cellules C2C12 myotubes
8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec lug du plasmide
pCMV(Im)B (A), pCBLacZ (B), pTnIS(Im)B-USEx3 (C) ou pTnlS(Im)B-AUSEx3 (D). Vingt-quatre
heures suivant la transfection, le milieu de culture a été changé pour induire la différenciation des
cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules ont été colorées pour la B-gal
onze jours post-transfection. Les myotubes positifs pour la B-gal sont colorés en bleu.

Apres avoir établi que 1’ajout d’un quatriéme activateur AUSE n’affectait pas
négativement I’activité du promoteur TnlS, nous avons décidé d’ajouter un quatrieme
puis, un cinquiéme activateur USE. Nous voulions déterminer si un effet plafond
allait étre observé. Une fois de plus, les transfections transitoires ont été effectuées
sur les cellules non musculaires (293A) et musculaires (C2C12 myoblastes et C2C12

myotubes).

Sur la figure 20, on remarque que I’activité des promoteurs muscles
spécifiques USEx4 est significativement plus élévée de 1,8 fois que celle du CMV
dans les cellules C2C12 myotubes. L’activité des promoteurs muscles spécifiques

USEx3, USEx5 et AUSEx4 n’est pas statistiquement différente de celle du CMV.
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Lors de cette expérience, on constate que la valeur relative du CMV est beaucoup
plus élevée que lors des essais précédents. Cette expérience a été répétée deux fois et
nous avons obtenu des résulats comparables (voir section Discussion). Bien que les
données ne soient pas présentées, 1’activité des promoteurs muscles spécifiques dans
les cellules non musculaires 293A correspondait a environ 0,2% a 0,4% de celle du
CMV. L’activité des promoteurs muscles spécifiques dans les C2C12 non

différenciés correspondait a environ 0,5% a 1% de [’activité du CMV.
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Figure 20 : Comparaison de I’activité des promoteurs USEx3, USEx4, USExS, AUSEx3 et

AUSEXx4 dans les cellules C2C12 myotubes
8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec |pg du plasmide
pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnlS(Im)B-USEx3, pTnlS(Im)B-USEx4, pTnlS(Im)B-USExXS, pTnlS(Im)p-
AUSEX3 ou pTnIS(Im)B-AUSEx4. Pour chacune des constructions, le nombre (n) de transfections
analysées est indiqué. Vingt-quatre heures suivant la transfection, le milieu de culture a été changé
pour induire la différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les
cellules ont été récoltées onze jours post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs
marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les
ES(M).

Une fois de plus, nous voulions confirmer les résultats obtenus suite au
dosage de la PB-gal normalisée issue de transfections cellulaires. Nous avons
transfecté des cellules C2C12 myoblastes dont nous avons induit la différenciation en
myotubes durant 10 jours. Suite a cette diftérenciation, les cellules transfectées ont
été colorées pour la B-gal et des photographies ont été prises. Les cellules positives

pour la B-gal sont colorées en bleu.
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La figure 21 nous permet d’observer une activité élevée du promoteur CB tout
comme nous pouvons l’observer a la figure 20. De plus, nous remarquons une
certaine similarité entre I’activité du promoteur CB et celle de I’activateur/promoteur

USEx4 (figure 21d) et AUSEx4 (figure 21f) a I’aide de la coloration des myotubes.

On peut aussi observer que ’activité des activateurs/promoteurs USEx3 et USExS5 est

semblable a celle du CMV.

Figure 21 : Distribution de la B-gal dans les cultures de cellules C2C12 myotubes

8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1pug du plasmide
pCMV(Im)B (A), pCBLacZ (B), pTniS(Im)B-USEx3 (C), pTnIS(Im)B-USEx4 (D), pTnIS(Im)p-
USExS (E) ou pTnIS(Im)B-AUSEx4 (F). Vingt-quatre heures suivant la transfection, le milieu de
culture a été changé pour induire la différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12
myotubes. Les cellules ont été colorées pour la B-gal onze jours post-transfection. Les myotubes
positifs pour la B-gal sont colorés en bleu.

Grace aux nombreuses transfections cellulaires, nous pouvons affirmer que
nous avons développé des promoteurs muscles spécifiques puissants en cultures

cellulaires dans les cellules C2C12 myotubes.
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3.1.5 Puissance des promoteurs muscles spécifiques USEx3 et AUSEx3 dans des
cultures de ¢ellules non musculaires

Bien que nous ayons établi que [’activité des divers promoteurs muscles
spécifiques est semblable au controle négatif dans les cellules non musculaires 293A,
nous voulions confirmer la spécificité de ces promoteurs pour les cellules musculaires
a l’aide de transfections transitoires effectuées sur d’autres types cellulaires non
musculaires telles que les cellules HeLa S3 et les A549. 11 est primordial que les
promoteurs muscles spécifiques utilisés dans le cadre d’une éventuelle thérapie
génique pour traiter la DMD soient inactifs dans les types cellulaires autres que les
muscles. Afin de déterminer |’activité des promoteurs muscles spécifiques USEx1,
USEx3 et AUSEx3 dans les cellules non musculaires autres que 293A, nous avons
une fois de plus utilisé la méthode de transfection transitoire. Nous avons donc

transfecté des cellules Hel.a S3 et A549.

Nous pouvons constater a la figure 22 que 'activité des promoteurs muscles
spécifiques USEx1, USEx3 et AUSEx3 correspond & environ 0,6% de I’activité du
CMYV dans les cellules A549. Cette activité correspond a celle du contrdle négatif de

la transfection.

Nous pouvons aussi remarquer que [’activité des promoteurs muscles
specifiques USEx1, USEx3 et AUSEx3 correspond respectivement a environ 0,9%,
3% et 4 % de I’activité du CMV dans les cellules HeLa S3 (figure 23). Une fois de

plus, cette activité correspond a la valeur du contrdle négatif de la transfection.

Les transfections transitoires effectuées dans les cellules non musculaires
A549 et HeLa S3 nous permettent d’affirmer que les promoteurs muscles spécifiques
USEx 1, USEx3 et AUSEx3 ne sont pas actifs dans de nombreux types cellulaires non

musculaires.
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Figure 22 : Comparaison de ’activité des promoteurs USEx1, USEx3 et AUSEx3 dans les cellules
A549

1,4x10° cellules A549 ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 1pg du plasmide pPCMV(Im)B,

pCBLacZ, pTnIS(Im)B-USEx! pTnIS(Im)B-USEx3 ou pTnIS(Im)B-AUSEx3. Pour chacune des

constructions, le nombre (n) de transfections analysées est indiqué. Les cellules ont été récoltées

quarante-huit heures post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du

symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).
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Figure 23 : Comparaison de I’activité des promoteurs USEx1, USEx3 et AUSEx3 dans les cellules
HeLa S3

1,4x10° cellules HelLa S3 ont été transfectées a la Lipofectamine 2000 avec lug du plasmide

pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnIS(Im)B-USEx] pTnIS(Im)B-USEx3 ou pTnIS(Im)B-AUSEx3. Pour

chacune des constructions, le nombre (n) de transfections analysées est indiqué. Les cellules ont été

récoltées quarante-huit heures post-transfection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées

du symbole * sont signifiquativement différentes du CMV. Les barres d’erreurs sont les ES(M).
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3.2 Puissance des promoteurs muscles spécifiques USEx3 et AUSEX3 in vivo

3.2.1 Etude d’électroporation chez les souris CD1

Suite aux études in vitro réalisées sur les différents promoteurs muscles
spécifiques, nous avons effectué des études d’électroporation chez les souris normales
- CD1. Nous avons décidé d’électroporer les muscles TA (droit et gauche) de souris
adultes. Par cette expérience, nous souhaitions vérifier la force des promoteurs in
vivo dans les muscles de souris. Pour ce faire, nous avons injecté les plasmides
pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnIS(Im)B-USEx3 et pTnIS(Im)B-AUSEx3 a une
concentration de 1pg/uL dans le TA de souris CD1. Suite a cette injection, un
courant électrique a été appliqué dans le but de permettre une transduction efficace
des plasmides dans les muscles. - Dix jours post-électroporation, les souris ont été
euthanasiées et le TA entier a été prélevé et congelé dans de ’azote liquide. La B-gal
a ensuite été extraite‘des sections cryogénéisées du TA et la teneur totale en protéines
de chaque échantillon a été déterminée. La valeur de [B-gal déterminée par
luminométrie a été normalisée par la quantité de protéines (ug/pL). Finalement, les
valeurs sont normalisées une seconde fois pour une valeur arbitraire de 100 pour le
CMV (figure 24a). Des sections de muscles injectés ont été colorées pour la B-gal
afin de révéler le nombre de fibres transduites (fibres B-gal positives = fibres bleues)
(figure 25). Ces fibres ont, par la suite, été dénombrées (figure 24b).
L’électroporation a été effectuée a deux reprises. Lors de la premiére expérience,
3 souris (6 muscles injectés) ont été électroporées. La deuxiéme expérience a été
réalisée sur 4 souris (8 muscles injectés). La figure 24 représente la moyenne de ces

deux expériences.

Il n'y a aucune différence significative entre la quantité de B-gal produite
suivant l'électrotransfert des 4 constructions examinées (CMV, CB, USEx3 et
AUSEX3). De plus, il n’y a aucune différence significative entre le nombre de fibres
transduites suite a 1’électroporation. De fagon générale, ’efficacité de transduction
était €élevée puisqu’en moyenne, on dénombre de 150 a 200 fibres positives pour

chacun des plasmides. On peut aussi observer que les promoteurs USEx3 et AUSEx3
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sont tous les deux actifs dans le TA, muscle constitué essentiellement de fibres

rapides.
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Figure 24 : Distribution de la B-gal suite & I’électroporation des plasmides USEx3 et AUSEx3
dans les muscles de souris CD1

Les TA des souris CD1 ont été injectés avec les plasmides pCMV(Im)B, pCBLacZ, pTnIS(Im)pB-
USEx3 ou pTnIS(Im)B-AUSEx3 suivi de I’application d’un courant électrique qui induit une
transduction efficace du plasmide dans les muscles. Dix jours post-électroporation, les souris sont
euthanasiées. Le TA est retiré et des sections sont analysées par luminométrie pour la quantité relative
en B-gal ainsi que pour la teneur totale en protéines (A). Le nombre de fibres positives a la p-gal pour
chacun des plasmides a aussi été analysé (B). Les barres d’erreurs sont les ES(M).

A la figure 25, on peut voir la coloration des sections des muscles du TA suite
a I’électroporation. Cette coloration permet de révéler les fibres B-gal positives. On
constate que les plasmides USEx3 et AUSEx3 induisent une expression élevée du
géne rapporteur dans le TA des souris CD1. On remarque aussi une infiltration de
monocytes et/ou macrophages suite a l’électroporation de chacun des plasmides

(figure 25, voir symbole fléche).
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Figure 25 : Disribution de la B-gal dans le muscle TA de souris CD1

Les TA de souris CD1 ont ét€ injectés avec les plasmides pCMV(Im), pCBLacZ, pTnIS(Im)B-USEx3
ou pTnIS(Im)B-AUSEx3 suivi de lapplication d’un courant électrique permettant ainsi une
transduction efficace du plasmide dans les muscles. Dix jours post-électroporation, les souris sont
euthanasiées, le muscle TA est retiré et des sections ont été colorées pour révéler la B-gal. Les fléches
indiquent une infiltration de monocytes et/ou macrophages. Barre = 200 pm.

Suite aux études in vivo chez la souris CD1, nous pouvons conclure que les
promoteurs muscles spécifiques développés sont actifs in vivo et que leur activité est

semblable a celle des promoteurs CB et CMV.
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3.3 Puissance des HDAd muscles spécifiques USEx3 et AUSEx3
3.3.1 Etude de I’activité des HDAd muscles spécifiques USEx3 et AUSEX3 in vitro

Suite & la détermination de I’activité in vitro, des différents promoteurs
muscles spécifiques et des études de transduction in vivo, nous avons pu établir que
les promoteurs développés sont puissants dans les cultures cellulaires de C2CI12
myotubes et qu’ils sont actifs lors d’études in vivo. Finalement, nous avons pu
déterminer que les promoteurs développés ne sont pas actifs dans les cellules non
musculaires. Le but ultime de ces travaux étant le développement de promoteurs
muscles spécifiques puissants pour I’amélioration de la thérapie génique de la DMD,
nous avons entamé la construction de vecteurs adénoviraux de troisieme geénération
contenant les activateurs/promoteurs USEx3 et AUSEx3. Il s’agissait des meilleurs
promoteurs que nous avions développés lorsque la construction des HDAd a débuté.
Nous avons aussi choisi de construire un HDAd controle CBLacZ afin d’avoir une
activité de référence. Ce promoteur a déja démontré une activité tres puissante dans
les muscles lors d’étude in vivo (218). Les HDAd développés ont tous la méme

structure, telle que présentée a la figure 26.
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Figure 26 : Structure générale des HDAd développés

Suite a I’amplification et a la purification des HDAd CBLacZ, USEx3 et
AUSEX3, nous avons déterminé le nombre de particules virales totales ainsi que le
nombre de particules infectieuses pour I'HDAd CBLacZ. Le pourcentage de
contamination par le virus auxiliaire a aussi été déterminé. Ce pourcentage est
important puisqu’il a été démontré que sa présence peut affecter ’activité du HDAd
dans les muscles murins (219). Puisque le virus auxiliaire utilisé lors de
’amplification des HDAd (figure 6) exprime le geéne rapporteur de la DsRed, le

niveau de contamination pouvait facilement étre analysé par cytométrie de flux. Le
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pourcentage de contamination est déterminé par le rapport entre le pourcentage de

particules infectieuses de virus auxilaire et le nombre de particules totales virales.

On peut voir dans le tableau I que les trois HDAd possedent un titre semblable
en particules totales. Le titre infectieux des HDAd ne peuvent étre comparés puisque
ce dernier ne peut étre déterminé chez les HDAd muscles spécifiques en raison de
leur spécificité pour les cellules musculaires. On note aussi que le pourcentage de
contamination par le virus auxilaire est trés semblable dans les HDAd muscles
spécifiques. Ce pourcentage est 240 fois plus élevé dans le HDAd CBLacZ. Malgré

tout, il est relativement faible soit 1,2%.

HDAd Titre particules Titre particules %
totales infectieuses contamination
CBLacZ-ITR 1,4x1012 1,6x1011 1,2 %
USExX3 1,3x1012 ' 0,04 %
AUSEX3 1,5x1012 0,06 %

Tableau I: Comparaison des titres en particules totales ainsi que du pourcentage de

contamination du virus auxiliaire chez les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 et AUSEx3
Le titre en particules totales a été déterminé suite a la mesure de I’absorbance a 260nm au
spectrophotométre. Le titre en particules infectieuses a été déterminé suite au dénombrement de
cellules positives pour la B-gal 48 heures aprés I'infection. Le pourcentage de contamination est
déterminé par le pourcentage de particules infectieuses de virus auxilaire sur le nombre de particules
totales.

Par la suite, nous voulions déterminer 1’activité des HDAd dans les cellules
non musculaires. Tout comme lors des transfections transitoires effectuées a 1’aide
des plasmides, nous devons nous assurer que les 'HDAd muscles spécifiques
développés ne sont pas actifs dans les cellules non musculaires. Nous avons d’abord
testé les HDAd dans des cultures de cellules A549 et HeLa S3. Pour ce faire, nous
avons infecté des cellules A549 et HeLa S3 avec les HDAd CBLacZ, USEx3 et
AUSEx3 a une MOI de 5 000. Quarante-huit heures post-infection, la B-gal a été
extraite des cellules et la teneur totale en protéines de chaque échantillon a été
déterminée. La valeur de B-gal déterminée par luminométrie a été normalisée par la
quantit¢ de protéines (pug/uL) du méme échantillon. Les valeurs sont ensuite

normalisées pour une valeur arbitraire de 1 000 pour ’'HDAd CBLacZ.
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Comme nous pouvons le constater a la figure 27, I’activité¢ des HDAd muscles
spécifiques USEx3 et AUSEx3 dans les cellules non musculaires A549 est faible.
Leur activité correspond a environ 0,2% de I’activit¢ de ’'HDAd CBLacZ, ce qui
n’est pas statistiquement différent de la valeur du contréle négatif. Ensuite, on peut
voir a la figure 28 que I’activité des HDAd USEx3 et AUSEx3 dans les cellules HeLa
S3 est toute aussi faible que dans les cellules A549. Celle-ci correspond a environ
0,05% de l’activité de I’HDAd CBLacZ. Cette activité est, encore une fois,

significativement non différente a celle du contréle négatif.
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Figure 27 : Comparaison de I’activit¢ des HDAd USEx3 et AUSEx3 dans les cellules AS549

1,6x10° cellules A549 ont été infectées avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou AUSEx3 avec une
MOI de 5 000. Pour chacun des HDAJ, le nombre (n) d’infections analysées est indiqué. Les cellules
ont été récoltées quarante-huit heures post-infection et analysées par luminométrie. Les valeurs
marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CBLacZ. Les barres d’erreurs sont les
ES(M).
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Figure 28 : Comparaison de I’activité des HDAd USEx3 et AUSEx3 dans les cellules HeL.a S3
1,6x10° cellules HeLa S3 ont été infectées avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou AUSEx3 avec une
MOI de 5 000. Pour chacun des HDAJ, le nombre (n) d’infections analysées est indiqué. Les cellules
ont été récoltées quarante-huit heures post-infection et analysées par luminométrie. Les valeurs
marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CBLacZ. Les barres d’erreurs sont les
ES(M).

Grace a ces ¢études, nous pouvons affirmer que ’activité des HDAd muscles
spécifiques USEx3 et AUSEx3 est trés faible, voire nulle dans les cellules non

musculaires A549 et HeLa S3.

Suite a la détermination de 1’activité des HDAd muscles spécifiques dans les
cellules non musculaires, nous avons voulu déterminer cette derniére dans les cellules
musculaires. Nous avons testé les HDAd dans des cultures de cellules C2C12
myoblastes et cellules C2C12 myotubes. Cette expérience nous permettra de nous
assurer que les HDAd muscles spécfiques sont actifs dans les cellules musculaires.
Afin d’y parvenir, nous avons infecté des cellules C2C12 myoblastes avec les HDAd
CBLacZ, USEx3 et AUSEx3 a une MOI de 5 000. Vingt-quatre heures
post-infection, 50% des cellules ont été mises en présence du milieu de
différenciation. Quarante-huit heures (C2C12 myoblastes) ou dix jours (C2CI12
myotubes) post-infection, la B-gal a été extraite des cellules et la teneur totale en
protéines de chaque échantillon a été déterminée. Encore une fois, la valeur de B-gal

déterminée par luminométrie a été normalisée par la quantité de protéines (png/pL) du
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méme échantillon. Les valeurs sont normalisées, une seconde fois, pour une valeur

arbitraire de 1 000 pour ’HDAd CBLacZ.

On observe a la figure 29 que I’activité des HDAd muscles spécifiques
USEx3 et AUSExX3 dans les cellules musculaires C2C12 myoblastes est faible.
Celle-ci correspond respectivement a 1,5% et 0,3% de ’activité de ’HDAd CBLacZ.
De plus, on peut remarquer que I’activité de ’HDAd USEX3 est significativement
différente du AUSEx3. On note aussi que I’activité de ’THDAd AUSExX3 n’est pas
statistiquement différente du contrdle négatif. Ces résultats sont congruents avec
ceux obtenus lors des études in vitro de transfections dans les C2C12 myoblastes
(I’activité moyenne des promoteurs en transfections transitoires est de 0,9% et 0,4%

de I’activité du promoteur CB pour le plasmide USEx3 et AUSEX3 respectivement).
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Figure 29 : Comparaison de P’activité des HDAd USEx3 et AUSEx3 dans les cellules C2C12
myoblastes

8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été infectées avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou AUSEX3

avec une MOI de 5 000. Pour chacun des HDAd, le nombre (n) d’infections analysées est indiqué.

Les cellules ont ét¢ récoltées quarante-huit heures post-infection et analysées par luminométrie. Les

valeurs marquées du symbole * sont signifiquativement différentes du CBLacZ. Les barres d’erreurs

sont les ES(M).

Par la suite, on remarque a la figure 30 que I’activité des HDAd muscles
spécifiques USEx3 et AUSEX3 dans les cellules musculaires C2C12 myotubes est
faible. Celle-ci correspond a environ a 1,3% de I’activité de ’HDAd CBLacZ.

L’activité des HDAd muscles spécifiques n’est pas statistiquement différente. De
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plus, bien que I’activité de ces promoteurs soit faible dans les C2C12 myotubes, elle

est significativement supérieure au contréle négatif.

Constatant ces résultats, nous avons infecté des cellules C2C12 myoblastes
avec les HDAd CBLacZ, USEx3 et AUSEx3. Vingt-quatre heures post-infection,
nous avons induit la différenciation des myoblastes en myotubes durant une période
de 10 jours. Suite a cette différenciation, les cellules infectées ont été colorées pour
révéler I’activité de la B-gal et des photographies ont été prises. La figure 31 nous
permet d’observer la supériorité de ’activité du promoteur CB tout comme nous
pouvons ’observer & la figure 30. De plus, on constate que les fibres B-gal positiQes
sont des cellules multinucléées. On remarque aussi que les HDAd muscles
spécifiques ont, encore une fois, une activité faible. On peut voir que la coloration
des fibres positives n’est pas aussi prononcée que celle de 'HDAd CBLacZ. De plus,
proportionnellement parlant, il semble y avoir plus de cellules positives
mononucléées que multinucléées lors de la coloration des C2C12 myotubes infectées

par les HDAD USEx3 et AUSEx3.
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Figure 30 : Comparaison de I’activité des HDAd USEx3 et AUSEx3 dans les cellules C2C12
myotubes

8x10* cellules C2C12 myoblastes ont été infectées avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou AUSEX3
avec une MOI de 5 000. Pour chacun des HDAJ, le nombre (n) d’infections analysées est indiqué.
Vingt-quatre heures suivant ’infection, le milieu de culture a été remplacé afin d’induire la
différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules ont été
récoltées onze jours post-infection et analysées par luminométrie. Les valeurs marquées du symbole *
sont signifiquativement différentes du CBLacZ. Les barres d’erreurs sont les ES(M).

Figure 31 : Distribution de la B-gal dans les cultures de cellules C2C12 myotubes

8x10" cellules C2C12 myoblastes ont été infectées avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou AUSEx3
avec une MOI de 5 000. Vingt-quatre heures suivant I’infection, le milieu de culture a été changé pour
induire la différenciation des cellules C2C12 myoblastes en cellules C2C12 myotubes. Les cellules

ont été colorées pour la B-gal onze jours post-infection. Les myotubes positifs pour la B-gal sont
colorés en bleu.
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3.4 Puissance des HDAAJ in vivo

3.4.1 Etude de 1'éfficacité des HDAd chez les souris

Parallélement aux études in vitro en cultures cellulaires des HDAd, nous
avons décidé d’étudier 1’efficacité des HDAd (HDCBLacZ et HDAd USEx3) in vivo
dans les muscles de souris CD1. Pour y parvenir, nous avons injecté les HDAd a une
concentration de 1,4x10'? particules totales par uL (HDAd CBLacZ) et 1,3x10"
particules totales par pL. (HDAd USEx3) dans le TA des souris adultes et nouveaux-
nées. Seize jours post-infection, les souris ont été euthanasiées et le TA entier a été
prélevé et congelé dans de I’azote liquide. La [(-gal a ensuite été extraite deé sections
cryogénéisées du TA et la teneur totale en protéines de chaque échantillon a été
déterminée. La valeur de -gal déterminée par luminométrie a été normalisée par la
quantité de protéines (ug/uL). Ensuite, les valeurs sont normalisées pour une valeur
arbitraire de 1 000 (nouveau-nées) ou 100 (adultes) pour ’'HDAd CBLacZ
(figures 32a et b). Les sections de muscles injectés ont été colorées pour la 3-gal afin
de révéler le nombre de fibres transduites (fibres [-gal positives). Suite a cette

coloration, les fibres transduites ont été dénombrées.

On peut voir a la figure 32a que ’'HDAd USExX3 est significativement plus
faible que le contrdle HDAd CBlacZ chez les souris nouveaux-nées. Bien que
I’activit¢ de ’HDAd USEx3 soit faible, celle-ci est significativement différente du
contréle négatif. Chez les souris CD1 adultes, il n’y avait aucune différence
significative entre la quantité de [-gal produite par les HDAd CBLacZ et USEx3.
L’activite des HDAJ est statistiquement différente du controle négatif lors de cette
expérience. Tout comme lors de I’étude d’électroporation, le nombre de fibres
transduites suivant l'infection par les deux vecteurs adénoviraux a été examinée chez
les souris nouveau-nées et chez les adultes. Chez les nouveau-nées, le nombre de
fibres positives pour ’THDAd CBLacZ-ITR est de 592 + 239. Le nombre de fibres
positives pour 'HDAd USEx3 est nul. Chez les souris adultes, le nombre de fibres
positives pour ’HDAd CBLacZ-ITR et ’'HDAd USEx3 est de 0.

Tel que mentionné précédemment, le TA des souris nouveau-nées a aussi été

coloré pour la B-gal (figure 33). On peut distinguer les fibres transduites, positives
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pour la B-gal (fibres bleues) des fibres non transduites (fibres roses). A la figure 33a,
on peut voir les fibres transduites par ’HDAd CBLacZ et en 33b par ’HDAd USEx3.
Les fibres provenant de I’injection contrdle sont similaires a la photographie 33b. On

constate que ces photographies confirment les résultats obtenus lors du dosage

enzymatique de la B-gal.
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Figure 32 : Distribution de la B-gal suite a Pinjection des HDAd CBLacZ et USEx3 dans les
muscles TA des souris CD1

Les muscles TA de souris CD1 ont été infectés avec les HDAd CBLacZ-ITR, USEx3 ou tampon de

congélation (contrdle). Pour chacun des HDAdJ, le nombre (n) de muscles analysés est indiqué. Seize

jours post-infection, les souris nouveaux-nées (A) et les souris adultes (B) sont euthanasiées. Le

muscle TA est retiré et des sections cryogénisés sont analysés par luminométrie pour la quantité

relative en B-gal. Les barres d’erreurs sont les ES(M).
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Figure 33 : Distribution de la B-gal dans le muscle TA de souris CD1

Les muscles TA de souris CD1 ont été infectés avec les HDAd CBLacZ (A) ou USEx3 (B). Seize
jours post-infection, les souris nouveau-nées sont euthanasiées. Le muscle TA est retiré et des sections
sont colorées pour révéler la f-gal. Barre = 200um.

Les études in vivo effectuées a ’aide des HDAd nous permettent d’affirmer
que ’HDAd CBLacZ est un vecteur puissant. De plus, on peut constater que I’HDAd
USEx3 a une activité faible dans le muscle TA, celui-ci étant constitué

majoritairement de fibres rapides.



Section 4 :
Discussion
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L’objectif global de ce projet de maitrise était de développer des promoteurs
efficaces et muscles spécifiques pour la thérapie génique de la dystrophie musculaire

de Duchenne.

Les diverses expériences effectuées au cours de cette maitrise nous permettent
d’affirmer que nous sommes parvenus a développer des promoteurs muscles
spécifiques puissants grace a la multimérisation de l’activateur en amont du géne
TnlS, tel que démontré dans les phrases suivantes. L’efficacité ainsi que la puissance
de ces promoteurs muscles spécifiques furent démontrés in vitro grace a des
expériences de transfections transitoires et des infections cellulaires ainsi qu’in vivo
grace a des expériences d’électroporations et d’infections chez la souris CD1. Nous
avancerons des hypotheses afin d’expliquer la soudaine variation de ’activité du
promoteur CMV en transfection transitoire. De plus, la puissance relative de nos
promoteurs développés sera comparée a celle des promoteurs muscles spécifiques
décrits dans la littérature actuelle. Finalement, nous émettrons des hypothéses pour
expliquer la faible puissance des HDAd muscles spécifiques développés. Tout au
long de cette discussion, les expériences en cours de manipulation ainsi que les
futures expériences de validations seront décrites afin d’aider le lecteur dans sa

réflexion quant a I’avenir de ce projet.

La majeure partie de ce travail a été consacrée a la construction de différents
promoteurs muscles spécifiques dérivés des éléments geénétiques du geéne de
I’isoforme lente de la troponine I. Pour ce faire, nous avons construit des plasmides
contenant le promoteur minimal du géne de I’isoforme lente de la troponine I
fusionné a une ou plusieurs copies de 1’activateur du gene TnIS (USE). Des études
ayant démontré une amélioration du niveau et de la stabilité de I’expression d’un gene
an vivo grace a la présence d’intron, nous avons décidé d’insérer apres le site
d’initiation de la transcription un petit intron de 100 pb dérivé du SV40

(211;212;229).

Tel que mentionné dans la section revue de littérature, trois hypothéses ont été
avancées quant aux roles des introns dans 1’amélioration du niveau ou de la stabilité
de ’expression d’un geéne. Tout d’abord, il est avancé que certains introns pourraient

contenir des activateurs ou d’autres éléments agissant en cis qui lieraient les
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protéines, influengant ainsi 1’initiation de la transcription et 1’élongation. L’épissage
de I’ARNm pourrait également augmenter la stabilité de I’ARNm dans le noyau, ce
qui conduirait & une accumulation de plusieurs ARNm matures dans le cytoplasme. Il
est aussi avancé que les introns contiennent des séquences qui faciliteraient
I’ouverture des domaines chromosomiques, possiblement en affectant la composition,

la position ou encore I’organisation (higher-order paking) du nucléosome.

Nous avons ensuite développé un activateur tronqué du gene TnIS (AUSE)
par PCR que nous avons, lui aussi, fusionné au promoteur minimal du géne TnlIS lui-
méme lié a I’intron SV40. Nous avons ensuite testé la puissance de ces constructions
par transfections transitoires en cultures cellulaires. Les diverses transfections
effectuées nous ont permis de déterminer I’efficacité et la spécificité des diverses

constructions pour les cellules musculaires.

Préalablement a la construction des divers plasmides muscles spécifiques,
nous avons di effectuer une modification dans I’intron SV40. L’intron original
(Clontech Laboratories, Palo Alto, Ca.) contient un ATG pouvant initier la traduction,
dans 10% a 20% du temps lorsque le site donneur 19S n’est pas completement épissé
(213). La séquence ATG de |’intron fut modifiée pour la séquence ATA par PCR
(voir la section Matériel et méthode). Cette modification devrait prévenir la
formation d’une protéine de fusion indésirable. Afin de s’assurer que cette
modification n’entrainait aucune répercussion sur l’activit¢é du promoteur, des
transfections transitoires ont été effectuées en triplicata dans les cellules non
musculaires 293A. Tel que démontré a la figure 12, la modification effectuée dans
I’intron SV40 n’affecte pas significativement 1’activité basale du promoteur CMV.
Cet intron modifié a donc été inclus dans chacune de nos constructions afin

d’augmenter et/ou de stabiliser 1’expression du géne rapporteur ir vivo.

Par la suite, nous avons testé la construction plasmidique USEx1 dans les
cellules 293A et C2C12 myoblastes dont nous avons induit la différenciation en
myotubes. Cette expérience permet de nous assurer que le promoteur muscle
spécifique développé était actif seulement dans les cellules musculaires. Nous avons
transfecté ces deux types cellulaires avec les plasmides codants pour le géne

rapporteur de la B-gal sous le contréle des promoteurs CMV, MCK, TnlF(-) et
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USEx1. Nous avons inclus dans cette expérience le promoteur CMV, afin d’avoir
une activité de référence. Il a été démontré, a 1’aide de vecteurs adénoviraux de
premiére génération, que le promoteur MCK confére une expression muscle
spécifique in vivo (193;214). Puisqu’il a aussi été démontré que la fusion de trois
copies des activateurs IRE du TnIF de caille confére une expression muscle
spécifique in vivo, nous avons également inclus le promoteur TnIF(-) dans cette
expérience (228). L’activité de ces deux promoteurs muscles spécifiques était notre
activité de référence dans les cellules musculaires. Cette expérience nous a démontré
que le promoteur muscle spécifique USEx]1 est trés faiblement actif dans les cellules
non musculaires (figure 13). Nous avons aussi constaté que 1’activité du promoteur
USEXx1 est semblable au promoteur TnlF(-) et qu’elle est équivalente a environ 40%
de ’activité du promoteur ubiquitaire contr6le CMV dans les cellules musculaires
C2C12 myotubes (figure 14). Tel que mentionné précédemment, le plasmide USEx1
ne contient qu’un activateur USE fusionné au promoteur minimal TnIS contrairement
au plasmide TnlF(-) qui contient trois activateurs IRE fusionnés au promoteur
minimal TnIF. Pourtant, ’activité de ces deux plasmides n’est pas statistiquement
différente dans les cellules musculaires C2C12 myotubes. Nous avons donc décidé
de multimériser 1’activateur USE en émettant ["hypothése que cette multimérisation
affecterait positivement 1’activité du promoteur dans les cellules musculaires.
Parallélement 4 la multimération des activateurs USE, nous avons décidé de
développer un activateur tronqué AUSE. L’activateur USE contient des domaines
BLM et CAGG responsables de la restriction aux fibres musculaires lentes. Cette
restriction est un désavantage considérable dans I’éventualité d’une utilisation pour la
thérapie génique de la DMD. En effet, les muscles squelettiques, chez I’homme, sont
constitués d’une combinaison de fibres a contractions lente et rapide. Par conséquent,
si I’expression du géne thérapeutique est restreinte aux fibres musculaires lentes, le
pourcentage de fibres musculaires exprimant le géne d’intérét est diminué. Une
thérapie génique efficace implique que le transgéne soit exprimé a la fois dans les
fibres de type lentes et rapides afin d’obtenir un maximum de fibres musculaires

transduites.

La délétion des domaines BLM et CAGG permet de développer un activateur

actif a la fois dans les fibres rapides et lentes puisque les domaines de restriction
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musculaire CACC, Mef-2, E-box sont toujours présents dans l’activateur AUSE
(207). Comme ’activateur USE permettait une expression importante du gene
rapporteur, nous avons €émis [’hypotheése que 1’activateur tronqué permettrait une
activité toute aussi importante. Cet activateur tronqué a été inséré dans deux
orientations possibles soit 1’orientation naturelle (5°-3’) ou inversée (3’-5’). Ces
constructions allaient nous permettre de déterminer si I’orientation des activateurs

avait un effet quelconque sur leur activité.

Afin de déterminer 1’efficacité des différents promoteurs construits, nous
avons transfecté nos constructions USEx2, AUSEx1 et AUSEx1(-) dans les C2C12
myoblastes et C2C12 myotubes. Nous avons, une fois encore, transfecté ces cellules
avec les plasmides codants pour le géne rapporteur de la B-gal sous le contrdle des
promoteurs CMV, MCK, TnlF(-) ainsi que des promoteurs d’intéréts. Cette
expérience nous a démontré que tous les promoteurs muscles spécifiques développés
étaient faiblement actifs dans les cellules musculaires non différenciées (figure 15).
Dans les cultures de myotubes, nous constatons que 1’activité du promoteur muscle
spécifique USEx2 est environ 34 fois plus élevée que celle du CMV (figure 16). De
plus, on remarque que l’activité du promoteur AUSEx] n’est pas statistiquement
différente de celle du CMV. Ces deux promoteurs sont donc trés puissants en
comparaison avec les meilleurs promoteurs muscles spécifiques décrits dans la
littérature (230-232). On peut aussi constater que ’orientation de I’activateur AUSE
affecte 1’activité du promoteur TnIS. En effet, ’activité des plasmides AUSEx1(-) et
AUSEx2(-) est significativement plus faible que celle des plasmides AUSEx1 et
AUSEx2. I est intéressant de mentionner que Salvo et al, ont observé des résultats
différents in vivo en ce qui concerne ’effet de 1’orientation des activateurs. En effet,
suite & I’injection de deux vecteurs viraux AAV contenant le méme promoteur et le
méme activateur du complexe de la chaine lourde de I’a-myosine dans 1’orientation
naturelle ou inverse, aucune différence significative dans ’activité de ces promoteurs
dans divers organes de la souris n’a été observée (233). De plus, aucune différence
entre les deux AAV n’a été démontrée suite a la transduction des cultures de cellules

musculaires MM 14 (233).
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Suite aux résultats obtenus avec les constructions USEx2 et AUSExX2, nous
avons décidé de poursuivre la multimérisation des activateurs AUSE et USE afin de
déterminer si nous pouvions augmenter 1’activité de nos promoteurs. Nous avons
aussi inclus dans nos plasmides contrdles, un plasmide contenant le promoteur
hybride CB (figure 10). Des études ayant démontré que le promoteur ubiquitaire CB
est plus puissant que le promoteur CMV (218), nous voulions comparer la puissance
de nos promoteurs muscles spécifiques avec I’un des meilleurs promoteurs connus

jusqu’a présent.

Nous avons, une fois de plus, transfecté des cultures de cellules C2C12
myoblastes, différenciées en myotubes, avec les plasmides codants pour le géne
rapporteur de la B-gal sous le contréle des promoteurs CMV, CB et des promoteurs
d’intéréts. Ces diverses expériences démontrent que tous les promoteurs muscles
spécifiques développés sont tres peu actifs dans les cellules non musculaires. De
plus, ils sont tous moyennement actifs dans les cellules musculaires non différenciées.
Dans les cultures de cellules myotubes, nous constatons que 1’activité des promoteurs
muscles spécifiques USEx2 (18 fois), USEx3 (39 et 55 fois), AUSEx2 (2,3 fois),
AUSEX3 (9 et 13 fois) et AUSEx4 (54 fois) est supérieure a celle du CMV (figures 17
et 18). De plus, on remarque que I’activité du promoteur CB est plus puissante
d’environ 40 et 116 fois comparativement a celle du CMV. Deux des promoteurs
muscles spécifiques, USEx3 et AUSEx4, ont une activité statistiquement non
différente a celle du promoteur CB. Ces résultats montrent que certains des
promoteurs muscles spécifiques que nous avons développés sont parmi les plus

puissants en comparaison aux promoteurs décrits dans la littérature.

De plus, nous sommes parvenus a démontrer, encore une fois, que
I’orientation des activateurs AUSE a un effet non négligeable sur 1’activité des
promoteurs. En effet, on constate a la figure 17 que Dactivité des plasmides
AUSEx1(-) et AUSEx2(-) est significativement plus faible que celle de leurs

homologues respectifs dont les activateurs sont dans 1’orientation naturelle.

Nous avons, a la lumiere de ces résultats, poursuivi la multimérisation dans le
but d’augmenter une fois de plus la puissance de nos promoteurs. Nous avons

procédé de nouveau a des transfections transitoires de cultures de cellules C2C12
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myoblastes dont nous avons induit la différenciation en myotubes. Nous avons
effectué une série de deux expériences au cours desquelles ’activité du promoteur
CMV s’est révélée beaucoup plus importante que lors des expériences précédentes.
On remarque a la figure 20 que I’activité du promoteur USEx4 est significativement
plus élevée de 1,8 fois par rapport a celle du CMV. On constate aussi que I’activité
des promoteurs muscles spécifiques USEx3, USEx5 et AUSEx4 n’est pas
statistiquement différente de celle du CMV. On remarque aussi que l’activité du
promoteur CB est de 3 fois supérieure a celle du CMV comparativement a 40 fois et
116 fois lors des expériences précédentes. Ces observations indiquent que dans les
dernieres expériences, D’activité du promoteur CMV avait considérablement
augmentée. Afin d’expliquer ce phénomene, plusieurs lots d’ADN des plasmides CB
et CMV ont éte préparées. Chacune de ces préparations a ¢été dosée par
spectrophotométre afin de déterminer la concentration d’ADN contenue dans ces
derniéres. Le dosage de la concentration d’ADN a aussi été réalisé a 1’aide d’un gel
d’agarose. Ces diverses préparations ont ensuite été testées en parallele par
transfections transitoires dans les cellules 293A et dans les C2C12 myotubes. De
nouvelles préparations du plasmide contenant la phosphatase alcaline ont aussi été
réalisées. Les résultats de transfections transitoires de ces nouvelles préparations
furent les mémes que ceux obtenus lors des derniéres exprériences, soit une
différence d’environ trois fois entre le CB et le CMV. En dépit de recherches
pouvant expliquer les variations dans 1’activité du promoteur CMV, nous ne sommes

pas parvenus a identifier la source de cette soudaine augmentation.

Nos résultats concernant la puissance comparative du CMV et CB dans des
cultures de cellules non-musculaires sont en acccord avec I’équipe de Xu et al suite a
des études de transfections en culture cellulaire (234). En 2001, cette équipe a
démontré que le promoteur hybride CB (nommé CA dans I’expérimentation en
question) était plusieurs fois supérieur dans des cellules Hela comparativement au

promoteur CMV conventionnel (234).

Nous pouvons toutefois émettre quelques hypothéses sur les raisons probables
de cette soudaine variation. Tout d’abord, nous pouvons constater suite a 1’analyse

des diverses figures, que I’activité relative des promoteurs suite aux transfections
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transitoires effectuées dans les mémes conditions, varie trés peu dans les myotubés.
Nous pouvons constater qu"él la figure 20, D’activité du promoteur CMV est
beaucocup plus importante que lors des transfections précédentes, (Pour comparaison
voir figure 18). Nous constatons également que I’activité relative des autres
promoteurs muscles spécfiques et celle du promoteur CB demeurent relativement
semblables. Par exemple, nous pouvons constater que I’activité du promoteur
AUSEx4 est toujours comparable a celle du promoteur USEx3 (figures 18 et 20).
Nous ne sommes pas parvenus a expliquer cette soudaine augmentation de 1’activité
du promoteur CMV. Les préparations plasmidiques ont toutes été préparées de fagon
identique et chacune des concentrations obtenues par spectrophotométre a ensuite été
vérifiée sur un gel d’agarose. Cette soudaine augmentation de I’activité du promoeur
CMV ne peut donc pas étre la résultante d’une mauvaise préparation plasmidique.
Nous ne croyons pas que les préparations d’ADN soient responsables de cette

soudaine variabilité.

De plus, bien que les conditions de transfections soient toujours les mémes,
les lots de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) changent au cours des
transfections. Puisque les changements de la composition de Lipofectamine 2000 ne
sont pas communiqués au.grand public, il est aussi possible qu’il se soit produit un
changement dans la composition de la Lipofectamine 2000 qui affecterait I’activité du
promoteur CMV ou les niveaux de différenciation des myotubes, ce qui pourrait

affecter la force relative des différents promoteurs.

Malgré ces derniers résultats, nous pouvons affirmer que nous sommes
parvenus a développer des promoteurs muscles spécifiques dont 1’activité dans les
cultures de myotubes est aussi ou plus puissante que le promoteur CMV. De plus,
certains des promoteurs développés ont une activité aussi importante que le
promoteur CB. Ceci suggére que les constructions que nous avons développées sont
parmi les plus efficaces entre celles décrites dans la littérature. En effet, I’'un des
meilleurs éléments régulateurs muscles spécifiques décrits dans la littérature est la
construction artificielle SpC5-12 composée d’environ 365 pb. Cette construction fut
générée grice a une fusion aléatoire de divers éléments régulateurs myogéniques.

Dans les cultures de myotubes de volaille, cette construction est 6 fois plus puissante
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que le CMV (232). Une seconde construction muscle spécifique puissante, dérivée
du promoteur muscle spécifique squelettique de 1’a-actine, a une activité comparable
a celle du CMV dans les cellules musculaires en cultures (231). Plusieurs
constructions muscles spécifiques ont été développées grace a la combinaison
d’activateur fusionné au promoteur minimal MCK. L’une des meilleures
constructions, nommée CK6, a une activité correspondant a 8% du CMV dans les
cultures musculaires (230). Une seconde construction, CK2, trés semblable a notre
construction MCK, posséde une activité correspondant a 1,3% de I’activité du CMV.
Cette activité est similaire a celle que nous avons obtenue suite a la transfection
transitoire des cultures de cellules C2C12 (3,2%). Ce méme groupe a, par la suite,
développé deux constructions dérivées des activateurs et du promoteur minimal MCK
ainsi que des génes de la chaine lourde de I’a-myosine (233). La premiére
construction, nommée CK7, est dérivée de la construction CK1. Certaines
modifications ont été effectuees sur CK1 dans le but d’améliorer son activité dans les
fibres musculaires cardiaques (233). La seconde construction, MHCK?7, est le
résultat de 1’ajout de I’activateur du complexe de la chaine lourde de I’a-myosine a la
construction CK7. Ces deux constructions, CK7 et MHCK7, ont une activité
comparable aux promoteurs viraux CMV et RSV (virus sarcome rous ou Rous
sarcoma virus) dans les cultures de cellules squelettiques MM14 (233). 11 existe
d’autres constructions muscles spécifiques créées suite a la combinaison du
promoteur de 1’a-actine squelettique et de D’activateur de la B-enolase ou de
I’activateur MCK (235). Ces constructions sont respectivement 2 fois et‘ 6 fois plus
puissantes que les séquences terminales longues répétées (Long Terminal Repeat
Sequence ou LTR) du RSV. D’autres constructions hybrides produites grace a la
fusion de D’activateur de la chaine légére de myosine au promoteur MCK, au
promoteur de la chaine lourde de myosine ou au promoteur de la chaine légere de
myosine sont aussi actives que le promoteur précoce du SV40 dans les cultures de
myotubes (236). Il faut noter que le promoteur contréle LTR RSV et le promoteur
précoce du SV40 sont tous deux plus faibles que le promoteur CMV dans les cultures
de cellules musculaires (234;237). Bien qu’il soit préférable de comparer
parallélement I’activité de différents promoteurs sous les mémes conditions de

transfections, les données tirées de la littérature scientifique suggérent fortement que
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nous ayons développé des promoteurs muscles spécifiques tres efficaces. Cependant,
pour en étre définitivement certains, il faudrait tester les divers promoteurs muscles

spécifiques simultanément sous les mémes conditions.

Toutes les constructions dérivant du TnlS, testées lors de ce projet, sont
considérées comme étant muscles spécifiques puisqu’elles sont toutes trés actives
dans les cultures de cellules C2C12 myotubes et trés faiblement actives dans les
cultures de cellules non musculaires 293A suite 4 une transfection transitoire (figure
13). L’activité des promoteurs muscles spécifiques n’a jamais dépassé 1% de
I’activité du promotur CMV dans les cellules non musculaires. Les promoteurs
étaient aussi faiblement actifs dans les cellules musculaires non différenciées C2C12
myoblastes. Au plus fort de leur activité, ces promoteurs ne dépassaient guere 20%
de celle du CMV. L’activité moyenne de ces promoteurs dans les myoblastes variait
entre 5% a 9% de I’activité du CMV. Des études supplémentaires de transfections
transitoires sur des cultures de cellules non musculaires (A549 et HelLa S3) ont
confirmé la spécificité musculaire des promoteurs USEx3 et AUSEx3. En effet,
’activité de ces promoteurs dans les cellules non musculaires était respectivement
d’environ 1% et 3% dans les cellules A549 et HeLa S3. Ces nombreux résultats
indiquent que la multimérisation des activateurs USE ou AUSE n’altére pas

significativement la spécificité tissulaire.

Les divers activateurs/promoteurs USE et AUSE pourront, dans un avenir
prochain, étre optimisés afin qu’ils puissent étre utilisés lors de la construction de
vecteurs viraux ayant une capacité d’encapsidation trés limitée tel que les AAV. Bien
que nous le I’ayons pas indiqué sur la figure 9, il y a entre 100 et 150 pb entre chacun
des activateurs USE ou AUSE. L’ajout de ces paires de bases supplémentaires est le
résultat de la stratégie de construction de ces plasmides. Théoriquement, ces paires
de bases ne sont pas essentielles a la fonctionnalité des activateurs/promoteurs. Nous
pourrions donc déléter ces paires de bases supplémentaires afin de diminuer la taille
des activateurs/promoteurs pour ainsi permettre leur utilisation dans les vecteurs
viraux ayant une capacité d’encapsidation limitée. Bien entendu, I’activité de ces
plasmides délétés devra étre comparée a celle des plasmides non délétés afin de

déterminer si ces délétions affectent négativement 1’activité de ces demiers.
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I a déja été démontré qu'une copie de l’activateur USE confére une
expression aux fibres lentes et qu’une copie de I’activateur AUSE confére une
expression dans les fibres lentes et rapides (207;210;217). Si cette propriété est
préservée suite a la multimérisation, 1’utilisation de constructions contenant plusieurs
copies de 1’activateur tronqué AUSE sera un avantage précieux lors de la thérapie
génique. En effet, elles permettront une expression dans toutes les fibres musculaires
du corps indépendamment de leur type. Suite aux études d’électroporation chez les
souris CD1, on remarque que 1’activité des constructions USEx3 et AUSEx3 est trés
forte dans le muscle TA (figure 24). Puisque le muscle TA est majoritairement
constitué de fibres de type rapides, on peut affirmer que les constructions USEx3 et
AUSEx3 sont actives dans ce type de fibres. Bien que la construction USEx3
contient les régions de I’activateur conférant une expression restreinte aux fibres de
type lentes, on peut voir a la figure 24, que celle-ci est fortement active dans les fibres
rapides. 1l est donc possible que la multimérisation de I’activateur ait modifié la
spécificité relative aux types de fibres. Il est aussi possible que 1’électroporation ne
soit pas une méthode suffisamment sensible pour détecter une subtile variation dans
’activité in vivo des promoteurs. Cette hypothése pourrait aussi expliquer la raison
pour laquelle 1’activité des quatres constructions testées in vivo (CMV, CB, USEx3 et
AUSEXx3) par électroporation soit comparable malgré que les résultats moyens des
transfections cellulaires démontraient une différence entre [’activité de certains
d’entre elles. On constate aussi que |’électroporation est une méthode trés
dommageable. On peut voir 2 la figure 25, une infiltration de macrophages et/ou de
monocytes suite a la coloration des fibres musculaires du TA apres 1’électroporation.
On peut voir, suite a 1’électroporation du CMV, que certains macrophages/monocytes
sont positifs pour la B-gal. Cela signifie que certains d’entres eux ont incorporé le
plasmide ou la B-gal. Puisqu’il est possible que I’électroporation ne soit pas une
méthode assez sensible pour détecter la différence entre I’activité des promoteurs et
qu’elle soit une méthode dommageable pour les fibres musculaires (183), nous avons

décidé de tester ces constructions a 1’aide de vecteurs viraux, les HDAd.

La seconde partie de ce travail a donc été consacrée a la construction de
différents HDAd muscles spécifiques contenant des éléments génétiques du geéne de

I’isoforme lente de la Troponine I. Pour ce faire, nous avons construit des HDAd a
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partir des activateurs/promoteurs USEx3 et AUSEx3. Nous avons choisi ces deux
activateurs/promoteurs puisque leur activité in vifro dans les cellules musculaires
C2C12 myotubes était élevée et qu’ils étaient actifs in vivo dans les muscles de souris
normales CD1. De plus, il s’agissait des meilleurs promoteurs que nous avions
développés lorsque la construction des HDAd a débuté. Un HDAd contréle CBLacZ
a aussi été construit afin d’avoir une activité de référence lors des essais in vitro et in
vivo. Il a déja été démontré que le promoteur CB posséde une activité trés puissante

dans les muscles suite a des études in vivo (218).

Suite a 1’amplification et a la purification des HDAd, le nombre de particules
virales totales ainsi que le pourcentage de contamination par le virus auxiliaire a été
déterminé. Le nombre de particules infectieuses a aussi été déterminé suite a la
purification de ’'HDAd CBLacZ. Le pourcentage de contamination est important
puisqu’il a été démontré que la présence du virus auxiliaire peut affecter positivement
’activité du HDAd dans les muscles murins (219). Afin de minimiser le pourcentage
de contamination, nous avons choisi de travailler a I’aide de la recombinase FLPe
puisqu’il a jadis été établi que celle-ci était trés efficace (161). On peut voir dans le
tableau I que le pourcentage de contamination par le virus auxiliaire est relativement
faible, moins de 1,2%, suite a la purification des trois HDAd. On constate toutefois
que ’'HDAd CBLacZ a un pourcentage de contamination plus élevé, d’environ 240
fois, comparativement aux HDAd muscles spécifiques. Bien que ce taux de
contamination soit plus important que celui des HDAd muscles spécifiques, il ne
devrait pas augmenter significativement la transduction des fibres musculaires in
vivo, puisqu’il a été démontré qu’un taux de contamination en dega de 5% n’affecte
pas significativement le nombre de fibres transduites (219). Toutefois, cette forte
diftérence entre les taux de contamination souléve des questions quant a I’ activité des '
HDAd muscles spécifiques. En effet, ce taux de contamination pourrait étre un
repére interne quant au taux de particules viables de HDAd. Ainsi puisque le taux de
contamination des HDAd muscles spécifiques est trés faible, ceci pourrait refléter le

fait que ces préparations d’HDAd soient plus faiblement actives.

Par la suite, nous avons test¢ les HDAd muscles spécifiques USEx3 et

AUSEx3 dans les cellules A549, HelLa S3 et C2C12 afin de nous assurer que le
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promoteur muscle spécifique développé était actif seulement dans les cellules
musculaires. Pour ce faire, nous avons infecté ces divers types cellulaires avec les
HDAJ codants pour le géne rapporteur de la f-gal sous le contrdle des promoteurs
CBLacZ, USEx3 et AUSEx3. Tel que démontré a la figure 34, chacun des HDAd
comporte une double cassette du gene rapporteur et de 1’activateur/promoteur dans

des directions opposées.

Il est a noter que les résultats obtenus lors de cette expérience soient
difficilement interprétable en raison de I’inefficacité possible des HDAd muscles
spécifiques. Toutefois, si I’on admet ’hypothése selon laquelle les HDAd muscles
spéficiques sont efficaces, cette expérience nous permet de démontrer que les HDAd
muscles spécifiques USEx3 et AUSEx3 sont trés faiblement actifs dans les cellules
non musculaires A549 et HeLa S3 (figures 27 et 28). Leur activité n’est pas
statistiquement différente de la valeur du contréle négatif suite a 1’infection a une
MOI de 5000 des deux types cellulaires. Des cellules non infectées constituent le
controle négatif lors de cette expérience. Celle-ci nous démontre aussi que les HDAd
muscles spécifiques développés sont faiblement actifs dans les cellules musculaires
non différenciées (figure 29). Bien que ’activité des deux HDAGJ soit faible dans les
myoblastes, ’HDAd USEx3 est significativement plus élevée que celle de ’'HDAd
AUSEx3. L’activité de ’HDAd AUSEx3 n’est pas statistiquement différente au
contrdle négatif lors de cette expérience. Les résultats obtenus sont congruents avec
ceux obtenus lors des études in vitro de transfections dans les C2C12 myoblastes. En
effet, on constate que Iactivité des HDAd USEx3 et AUSEx3 correspond
respectivement a 1,5% et 0,3% de celle de ’'HDAd CBLacZ (figure 29) suite a
I’infection des myoblastes, L’activité moyenne des activateurs/promoteurs USEx3 et
AUSEX3, suite a la transfection transitoire des C2C12 myoblastes, correspond

respectivement a environ 0,9% et 0,4% de celle du plasmide CB.

Nous avons aussi observé que Iactivité des HDAd muscles spécifiques dans
les cellules musculaires C2C12 myotubes est treés faible. Celle-ci correspond a
environ a 1,3% de D'activité du HDAd CBLacZ. L’activité des HDAd muscles
spécifiques, bien que faible, était toutefois significativement différente du contrdle

négatif. Cette expérience effectuée en triplicata a été répétée a deux reprises. Nous
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avons aussi coloré des myotubes suite a ’infection par les HDAJ afin de visualiser
les cellules infectées par ceux-ci. On remarque que les myotubes positifs pour la -
gal, suite a ’infection par ’'HDAd CBLacZ, sont trés abondants et qu’il s’agit de
cellules multinucléées. De plus, on constate que la coloration des fibres, suite a
I’infection par les HDAd muscles spécifiques, est d’une faible intensité. Il semble
aussi y avoir une plus grande proportion de cellules mononucléées positives. Cette
coloration confirme les résultats obtenus précédemment grace au dosage du géne
rapporteur, la B-gal. Toutefois, il est possible qu’une complication soit survenue lors
de P’amplification ou de la purification des HDAd muscles spécifiques. Nous
pouvons avancer cette hypothése en raison du trés faible taux de contamination par le
virus auxiliaire de ces préparations. Malgré tout, nous pouvons avancer que les
protocoles de construction, d’amplification et de purification ne semblent pas étre
responsables de cette faible activité des HDAd muscles spécifiques puisque I’HDAd
contréle, ’HDAd CBLacZ, a une activité trés élevée dans tous les types cellulaires.
De plus, la coloration des myotubes confirme bien V'efficacité de cet HDAd. 1l est
donc trés probable que ces préparations virales contiennent un faible taux de
particules infectieuses, ce qui expliquerait l’inefficacit¢ des HDAd muscles
spécifiques. Afin de vérifier I’exactitude de cette hypothése, nous pourrions
déterminer les titres infectieux des HDAd muscles spécifiques grace a la méthode
d’hybridation in situ (219) . Cette méthode permet de déterminer le nombre de copies
du génome viral contenu dans chacune des cellules. Ainsi, le titre viral peut étre

déterminé suite a une infection cellulaire.

S’il s’aveére que la faible activité des HDAd n’est pas attribuable a un faible
taux de particules infectieuse, nous envisageons trois explications plausibles: a) une
mutation peut étre survenue dans les promoteurs lors de I’amplification, b) une
recombinaison des activateurs lors de la construction c) une stimulation du promoteur
CB par la présence d’une séquence virale. Afin de s’assurer qu’il n’y a pas eu de
mutation dans les régions des activateurs et des promoteurs, les séquences de ces

derniers devront étre vérifiées par séquengage.

Ensuite, il est possible qu’il se soit produit une recombinaison au niveau des

activateurs des HDAJ lors de leur construction. Chacun des HDAd comporte une
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double cassette du géne rapporteur et de ’activateur/promoteur dans des directions

opposées (figure 34).
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Figure 34 : Structure générale des HDAd développés

Il est possible que la présence de 6 activateurs, 3 dans une direction et 3 dans
’autre, soit favorable a la recombinaison. Au cours de mes travaux de maitrise, j’ai
pu observer a quelques reprises, une recombinaison telle que celle-ci. La présence de
6 activateurs entrainait souvent une recombinaison dans les divers plasmides dérivés
des éléments génétiques de TnlS que j’ai eu a construire. Un Southern blot devra étre
effectué sur ’ADN virale afin de confirmer la structure prévue présentée a la

figure 34.

Pour terminer, s’il s’avere que le probléme ne se situe pas au niveau de la
préparation virale ni au niveau de mutation ou de recombinaison au niveau des
promoteurs/activateurs, nous pouvons envisager que le probléme se situe au niveau
de ’'HDAd CBLacZ et non des HDAd muscles spécifiques. En effet, il est possible
que le promoteur CB soit stimulé par la présence d’un activateur. Lieber et al ont
démontré, en 1999, que les éléments régulateurs peuvent interférer avec les
promoteurs tissus spécifiques (238). Ces €léments régulateurs sont principalement
retrouvés dans la séquence allant de 1 & 341 du génome adénoviral. Cette région est
présente dans les vecteurs adénoviraux de troisieme génération puisque c’est cette
demiére qui contient les séquences ITR nécessaires a 1’encapsidation des particules
virales ainsi qu’une partie de la région E1A. Bien que cette équipe n’a pas démontré
I’effet possible de ces séquences adénovirales sur I’activité de promoteur ubiquitaire
tel que le CB, nous ne pouvons pas exclure I’hypothése selon laquelle le promoteur
CB pourrait étre stimulé par une région du vecteur adénoviral. Toutefois, avant de
s’engager dans cette voie, nous devrons vérifier paralléelement 1’activité du promoteur

CB dans un vecteur adénoviral et dans un plasmide. Bien que nos résultats aux
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figures 21 et 31 ne semblent pas différents, ceux-ci restent a confirmer avant

d’étudier plus en profondeur cette hypothése.

Avant de poursuivre les expériences a I’aide de ces HDAJ, les problémes
quant a la variation des titres infectieux ainsi que des taux de contamination devront
étre résolus. En ce moment méme, un HDAd contenant une copie du promoteur
fusionné a I’activateur USE ou AUSE contrélant le géne rapporteur de la B-gal et une
copie du promoteur CB contrélant le géne rapporteur de la GFP est en construction.
Grace a la présence de la protéine GFP, il sera ainsi plus facile de suivre 1’évolution
de I’amplification de ’'HDAd. De plus, il n’y aura que trois copies de 1’activateur
USE ou AUSE dans ce nouvel HDAd. L’activité de ce nouvel HDAd pourra étre
comparée aux HDAd présentés dans ces travaux. Grace a cette nouvelle construction,
nous pourrons déterminer le titre infectieux des préparations virales qui pourront étre
comparées entre eux. Ceci nous fournira un trés grand avantage puisque nous
pourrons infecter les préparations cellulaires par les mémes titres infectieux des

différentes préparations d’adénovirus.

Suite a I’injection des HDAd USEx3 et CBLacZ chez les souris CDI
nouveaux-nées, on remarque que ’activité du HDAd CBLacZ est considérablement
forte dans le muscle TA (figure 32). Un total de 592 + 239 fibres positives a été
dénombré suite a I’injection de cet HDAd chez la souris CD1. On remarque aussi
que l’activité du HDAd USEx3 est faible dans le muscle du TA. Toutefois, cette
activité est significativement plus élevée comparativement a celle du contr6le lors de
I’injection. Nous pouvons interpréter ces résultats de deux fagons. Tout d’abord, il
était prévu que I’activité de ’HDAd USEx3 soit faible dans le muscle du TA puisque
ce muscle est constitué essentiellement de fibres rapides. A la lumiére des résultats
issus des essais in vitro dans les cellules myotubes, I’expression faible de ’'HDAd
USEx3 peut aussi étre attribuable a sa non fonctionnalité. On ne peut donc pas
affirmer avec certitude que ’HDAd USEx3 est non fonctionnel dans les fibres

rapides.

Contrairement aux résultats observés chez les souris nouveaux-nées, chez la
souris CD1 adulte, on remarque que les HDAd USEx3 et CBLacZ ont une activité

qui ne différe pas statistiquement dans le muscle du TA. Bien que cette activité soit
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significativement différente du contrdle négatif, elle n’en demeure pas moins treés
faible comparativement a celle mesurée suite a ’injection des nouveaux-nées. De
plus, le nombre de fibres positives suite a I’injection des deux HDAd chez les souris
adultes était de zéro. Cette faible efficacité des HDAd dans les muscles de souris
adultes peut s’expliquer par le stade de maturation des fibres musculaires. Tel que
mentionné précédemment, le récepteur de surface naturel des Adv, CAR, est régulé
négativement dans les cellules.musculaires matures. Cette diminution de 1’expression
de ce récepteur prévient ainsi I’attachement efficace des HDAJ ainsi que I’infection

des cellules musculaires matures (156). De plus, on observe une perte des intégrines
| avB-3 et avP-5, responsables de I’internalisation des Ad, lors de la maturation des
fibres musculaires, ce qui contribue aussi a 1’'inefficacité de I’infection des fibres
musculaires matures par les HDAd ou par les Adv (157). Celle-ci a été démontrée
plus d’une fois par le passé (22). On ne peut donc pas affirmer si la faible activité de
I’HDAd USEx3 est une conséquence de la faible efficacité de I’infection des fibres
musculaires matures ou bien si celle-ci est due a une inefficacit¢ de ’'HDAJ lui-

méme.

Il serait intéressant, dans un avenir prochain, d’effectuer des essais in vitro a
I’aide des HDAd muscles spécifiques sur des cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) telle que la lignée cellulaire Molt-4. En effet, I’'un des avantages de
I’utilisation de promoteurs muscles spécifiques est 1’absence d’expression du géne
rapporteur dans les CPA ¢vitant ainsi une éventuelle reconnaissance du transgéne par
le systéme immunitaire de 1’h6te. Ceci est un aspect important pour la thérapie
génique puisque le rejet de la protéine thérapeutique par le systéme immunitaire est a
éviter a tout prix. Bien s(r, ces tests devront étre effectués suite a la validation de la

structure des HDAJ.
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4.2 Conclusion

Pour conclure, nous sommes parvenus a développer des promoteurs efficaces
et muscles spécifiques qui pourraient étre utilisés dans le cadre d’une thérapie
génique pour traiter la dystrophie musculaire de Duchenne. Nous avons démontré
qu’une expression puissante et muscle spécifique peuvent étre obtenues grice a la
multimérisation des activateurs USE et AUSE. Les activateurs/promoteurs USEx3,
USEx4, USEx5 et AUSEx4 sont parmi les promoteurs les plus puissants décrits
jusqu’a présent dans la littérature. Nous avons aussi pu établir que deux de ces
promoteurs muscles spécifiques puissants USEx3 et AUSEx3 étaient actifs in vivo
dans les muscles de souris suite a 1’électroporation. Finalement, ces deux activateurs/
promoteurs ont servi a développer des vecteurs adénoviraux de troisiéme génération.
Nous avons pu observer que les HDAd muscles spécifiques €taient faiblement actifs
dans les cellules non musculaires et musculaires non différenciées.
Malheureusement, pour des raisons encore sous investigation, ces HDAd présentent
aussi une faible activité dans les cellules musculaires différenciées. De plus, leur
spécificité musculaire (fibres lentes vs rapides) et leur efficacité in vivo restent encore

a démontrer.
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