THESE DE DOCTORAT DE L’'UNIVERSITE
PIERRE ET MARIE CURIE

Spécialité :

Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire

Présentée par Alexis-Pierre Bemelmans

Pour obtenir le grade de docteur de l'université Paris VI

Transfert de génes a potentiel thérapeutique dans des modéles
de la maladie de Huntington développés chez le rat.

Soutenue le 10 décembre 1999

devant le jury composé de :

Marie-Jo Besson Président

Pierre Césaro Rapporteur
Olivier Danos Rapporteur
Jean-louis Mandel Examinateur

Jacques Mallet Directeur de thése



Résumé

La maladie de Huntington est une affection héréditaire qui se caractérise
par une dégénérescence progressive des neurones GABAergiques du striatum.
Cela entraine des troubles moteurs et cognitifs qui aboutissent a la mort aprés
une évolution d'une quinzaine d'années. On ne connait aucun traitement
susceptible d'arréter ou de ralentir le processus neurodégénératif.

Nous avons étudié des stratégies de traitement par transfert de géne dans
des modeéles de la maladie de Huntington développés chez le rat. Nous nous
sommes intéressés a des stratégies de type soit restauratrice, par transfert du
géne de la glutamate décarboxylase, l'enzyme de biosynthése du GABA, soit
conservatrice, par transfert de génes neuroprotecteurs. Cette deuxiéme
approche a donné les résultats les plus prometteurs. Nous avons montré que le
transfert par adénovirus recombinant du géne de la superoxyde dismutase a
des neurones de striatum en culture primaire permet de les protéger totalement
de la neurotoxicité du glutamate. In vivo, nous avons montré chez le rat que
l'injection intracérébrale d'un adénovirus recombinant codant le BDNF entraine
une surexpression de cette neurotrophine. Cette surexpression permet de
protéger les neurones GABAergiques du striatum de la dégénérescence induite
par l'injection intrastriatale d'acide quinolinique, un modeéle de la maladie de
Huntington. Outre le BDNF, nous nous sommes intéressés au transfert du géne
d'un autre facteur trophique, le GDNF. Ce dernier a démontré des capacités de
neuroprotection moindre que le BDNF dans le modéle de lésion par l'acide
quinolinique. Ce travail démontre que, dans un modéle de la maladie de
Huntington, il est possible d'obtenir une neuroprotection sensible & la suite du

transfert de géne intracérébral direct d'une neurotrophine.
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AVANT PROPOS

En 1994, lorsque j'ai débuté ce travail de these dans le laboratoire de Jacques Mallet,
une nouvelle voie s'ouvrait a la recherche de traitements pour les affections
neurodégénératives. En effet, plusieurs équipes, dont celle de Jacques Mallet, venaient de
démontrer qu'un vecteur dérivé de 'adénovirus recombinant permettait de transférer du
matériel génétique in vivo dans les neurones, cellules quiescentes par excellence. Le
transfert de gene direct a visée thérapeutique devenait donc envisageable pour les
pathologies du systeme nerveux. Au sein du laboratoire, nous avons utilisé 1'adénovirus
recombinant pour réaliser le transfert de génes potentiellement thérapeutiques dans des
modeles expérimentaux de plusieurs maladies neuro-dégénératives. Je me suis pour ma
part consacré a une affection neurodégénérative génétique, la maladie de Huntington.
Dans ce contexte, j'ai utilisé des modeles développés chez le rat, et des adénovirus
recombinant pour des transgenes ayant un intérét thérapeutique potentiel dans la maladie
de Huntington. Dans un premier temps, j'ai étudié le transfert du gene de la glutamate
décarboxylase, dans le but d'analyser son effet restaurateur. Puis, d'autres adénovirus
recombinants ont été construits au laboratoire. J'ai utilisé ceux qui présentaient un intérét
thérapeutique dans des modeles de la maladie de Huntington. Je me suis particulierement
intéressé a des transgénes potentiellement neuroprotecteurs, comme la superoxyde

dismutase et les facteurs trophiques BDNF et GDNF.




INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Avant de présenter puis de discuter les résultats qui font 1'objet de ce mémoire de
thése, nous nous attacherons a résumer les données de la littérature qui nous ont poussées

a entreprendre ce travail.

Dans un premier temps, nous décrirons les caractéristiques de la maladie de
Huntington, du tableau clinique, jusqu'aux apports des modeéles expérimentaux et des
mécanismes moléculaires dans la connaissance du processus physiopathologique de la
maladie.

La deuxieme partie de cette introduction concernera la description des travaux
visant a développer un traitement pour la maladie de Huntington. Apres avoir décrit les
essais cliniques en cours, nous détaillerons les principes et les méthodes envisagées pour le
transfert de gene appliqué aux maladies neurodégénératives, et nous exposerons l'intérét

thérapeutique potentiel de cette méthode pour la maladie de Huntington.
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LA MALADIE DE HUNTINGTON

La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative héréditaire. La
neurodégénérescence, qui est restreinte a quelques catégories de neurones du systéeme
nerveux central, se traduit par une importante atrophie du striatum. Cette
neurodégénérescence entraine des symptomes moteurs et cognitifs tres invalidants qui
apparaissent a 1'age adulte et aboutissent invariablement a la mort apres une évolution
d'une durée moyenne de quinze a vingt ans. La génétique de la maladie se caractérise par
une transmission de type autosomique dominante avec une pénétrance complete de la

mutation. La proportion de porteurs de la mutation dans la population des pays

occidentaux est comprise entre 5 et 10 pour 10.000 personnes.

Dans cette premiere partie de lintroduction, les aspects cliniques et
neuropathologiques de la maladie seront exposés. Puis, dans un deuxiéme temps nous
nous détaillerons les bases moléculaires de la maladie qui, en peu de temps, ont permis de
progresser rapidement vers la connaissance du processus neurodégénératif a 1'origine de
la maladie. Enfin, nous exposerons les fondements des différentes hypotheses permettant

d'expliquer le processus neurodégénératif de la maladie de Huntington.
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ASPECTS CLINIQUES DE LA MALADIE DE HUNTINGTON

La maladie de Huntington : historique et épidémiologie

1. Historique

La maladie de Huntington a d'abord été connue sous le nom de "chorée". Ce terme,
dérivant du latin chorus et du grec choros, signifiant danse, reste encore aujourd'hui attaché
aux symptomes d'origine neurologique se traduisant par des mouvements anormaux et
involontaires de grandes amplitudes et pouvant s'apparenter a une danse (Grandmougin

et al., 1997).

En 1872, la symptomatologie de la maladie fut décrite avec une grande précision
par G. Huntington, un médecin américain exercant dans I'état de 1'Ohio. La qualité de cette
description fit que trés rapidement on attribua le nom de chorée de Huntington a ce type
de chorée héréditaire et survenant chez I'adulte. La description princeps de G. Huntington
fait état de trois caractéristiques qui permettent de définir la maladie (Huntington, 1872):

- La maladie survient chez l'adulte, vers 'dge de 30 a 40 ans et provoque des
mouvements involontaires qui peuvent toucher tous les muscles du corps. La maladie se
conclut toujours par la mort du patient.

- La maladie entraine des troubles psychiatriques. Huntington fait état de cas
de suicides fréquents, mais aussi d'une détérioration progressive de "l'intelligence" menant
jusqu'a la "folie".

- La maladie a une composante héréditaire. Lorsqu'une personne est atteinte,
elle transmet la maladie a une partie de sa descendance. Huntington met également en
évidence le caractere dominant de la mutation a l'origine de la maladie, puisqu'il rapporte

que cette derniére ne peut sauter une génération.

-4 -



Introduction bibliographique.

N

Ainsi, G. Huntington est historiquement le premier a avoir dégagé les trois

caracteres essentiels de cette maladie, génétique, moteur et psychiatrique.

2. Epidémiologie

La mutation qui est a l'origine de la maladie de Huntington a une pénétrance
complete, et I’'on ne connaft actuellement aucun facteur, environnemental, individuel ou
autre, susceptible d'entrer en interaction avec le processus de la maladie. De ce fait,
l'épidémiologie de cette pathologie peut se résumer a la prévalence de la mutation dans la

population.

La fréquence communément admise pour la maladie est 4 a 7 pour 100.000 dans les
populations d'origine caucasienne. On pense que la mutation a une origine européenne
(Harper, 1992 ; MacMillan et Harper, 1991). Des études de prévalence ont été effectuées
sur d'autres populations et semblent confirmer cette hypothese. Ainsi, la population
finlandaise, qui a une origine génétique différente de la population européenne présente
une prévalence treés faible (0,5 pour 100.000), et les finlandais atteints par la maladie ont des
ascendants provenant de populations ot la prévalence est élevée (Ikonen et al., 1992 ; Palo
et al., 1987). De méme, une étude américaine réalisée en Caroline du Sud (U.S.A.) a montré
une prévalence de la maladie cinq fois plus importante pour la population d'origine
européenne que pour la population d'origine africaine (Wright ef al., 1981). Enfin, une
étude réalisée sur la population chinoise de Hong Kong a permis de déterminer une
prévalence de 0,4 pour 100.000 (Leung et al., 1992).

Toutes ces études suggerent que la mutation a une origine européenne. Cependant,
les néomutations, bien que rares, sont possibles et pourraient étre a l'origine d'une
augmentation de la prévalence de la maladie aussi bien dans les populations caucasiennes

que non-caucasiennes (Rubinsztein et al., 1994).
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Description clinique de la maladie de Huntington

Comme nous le verrons dans la partie suivante, I'anatomopathologie de la maladie
de Huntington se caractérise essentiellement par une dégénérescence progressive des
neurones du striatum. Cette structure est impliquée dans le controle de la motricité
volontaire, mais également dans les processus cognitif et émotionnel. Ainsi, les
symptomes de la maladie de Huntington sont d'ordre moteur autant que cognitif et
psychiatrique. Ces symptomes s'aggravent lentement au cours de la maladie qui évolue

sur une quinzaine d'années en moyenne.

1. Les symptomes moteurs

Les troubles moteurs présentés par les personnes atteintes de la maladie de
Huntington sont tres hétérogenes. Les plus fréquemment rencontrés sont des
mouvements anormaux et involontaires de types choréiques qui apparaissent souvent au
niveau des extrémités des membres et qui peuvent évoluer jusqu'a concerner I'ensemble
du corps. A ces mouvements choréiques, qui sont imprévisibles et explosifs, sont associés
d'autres troubles moteurs : une perturbation du contréle musculaire (dystonie) ou une
perte de la coordination des muscles de la face et de la déglutition (dyskinésie oro-faciale)
sont fréquentes. Tant que les mouvements choréiques sont de faible amplitude, le patient
peut conserver une vie proche de celle qu'il menait avant de débuter la maladie - poursuite
d'une activité professionnelle, possibilité de conduire une voiture. Au cours de la maladie,
les mouvements choréiques peuvent s'aggraver jusqu'a empécher la marche. Au
contraire, chez d'autres malades, ils peuvent rester discrets jusqu'a la fin de la maladie. A
un stade terminal, les mouvements choréiques s'arrétent fréquemment pour faire place a
une hypertonie musculaire (rigidité). Le patient évolue alors vers un stade "akinéto-rigide"

ou tout mouvement volontaire est devenu impossible.
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Les troubles moteurs peuvent également revétir la forme d'une rigidité, plus ou
moins importante, apparaissant dés le début de la maladie. Ce type de trouble est plus
fréquemment observé lorsque la maladie apparait tot dans la vie et qu'elle est a évolution

rapide.

2. Les troubles d'ordre cognitif et psychiatrique

La maladie de Huntington est la plupart du temps associée a une démence de type
sous-corticale. Les cas reportés sans aucun signe de démence ne sont pas fréquents et
concernent en général des patients chez qui la maladie est survenue tardivement (Behan et
Bone, 1977). Cependant, le degré de cette démence est tres variable d'un individu a 'autre.

En plus de la démence, la maladie de Huntington est tres souvent associée a des
troubles psychiatriques. On observe fréquemment des troubles de la personnalité qui se
traduisent par une irritabilité et une agressivité des patients. Ce type de troubles marque
souvent le début de la maladie. On observe également des troubles de 1humeur qui
aboutissent chez de nombreux patients a des épisodes dépressifs séveres. Une étude de
1994 portant sur 110 patients rapporte un changement de personnalité dans 72 % des cas,
des épisodes dépressifs dans 39 % des cas, et des troubles de type schizophrénique dans 9
% des cas (Shiwach, 1994)

Il est communément admis que l'apparition de troubles psychiatriques chez une
personne a risque pour la maladie de Huntington est le signe avant-coureur de la maladie.
Cependant, une étude de 1994, portant sur 93 personnes a risque mais n'ayant pas encore
déclarées la maladie, semble infirmer cette hypothese (Shiwach et Norbury, 1994). Apres
diagnostic génétique, il est apparu que l'incidence des maladies psychiatriques était la
méme dans le groupe de personnes hétérozygotes asymptomatiques que dans le groupe
de personnes homozygotes normales. Shiwach et Norbury en ont conclu que les épisodes
psychiatriques de personnes a risque mais asymptomatiques sont plus le reflet d'un stress
dti a la possibilité de développer la maladie qu'un indicateur permettant de prévoir

l'apparition de troubles neurologiques (Shiwach et Norbury, 1994).
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3. Age d'apparition de la maladie

Classiquement, la maladie apparait au milieu de la vie chez I'adulte jeune vers 1'age
de 40 ans. On est donc en présence d'une maladie qui touche des personnes au milieu de
leur vie professionnelle et qui, fréquemment, ont des enfants a charge. Il existe cependant
des formes juvéniles et infantiles o1 la maladie apparait trés tot au cours de la vie. Ces
formes représentent environ 5 a 10 % des cas de maladie de Huntington (Roos et al., 1991).

Les formes dites infantiles surviennent avant 10 ans et sont caractérisées par une
modification du comportement et du caractere puis par une détérioration cognitive rapide.
Les troubles moteurs sont souvent caractérisés par un ralentissement des mouvements
volontaires (bradykinésie). L'évolution des formes infantiles est rapide, le déces du patient
intervenant la plupart du temps avant 1'dge adulte (Turpin, 1993).

Les formes dites juvéniles surviennent entre 10 et 20 ans et sont plus fréquentes que
les formes infantiles. Comme ces dernieres, elles sont caractérisées par une prépondérance
des troubles comportementaux et des symptdmes psychiatriques. Cependant, les troubles
moteurs sont souvent présents des le début de la maladie, se traduisent par des
mouvements anormaux ou prévalent les dystonies et évoluent rapidement vers un
tableau akinéto-rigide.

Ces formes infantiles et juvéniles sont caractérisées par une transmission paternelle
préférentielle (Roos et al., 1991 ; Turpin, 1993). Comme nous le verrons dans la description
des bases moléculaires de la maladie, cela a pu étre expliqué par le phénomene

d'anticipation (Myers et al., 1982 ; Vegter-van der Vlis et al., 1976).

Apres cette breve description des symptomes rattachés a la maladie de Huntington,
il apparait qu'une des caractéristiques de cette maladie est son hétérogénéité. On peut
observer des patients avec une détérioration cognitive trés importante sans troubles
moteurs évidents, et vice-versa. Il faut également garder a l'esprit que les troubles d'ordre

cognitifs et psychiatriques sont les plus invalidants pour le malade et les plus difficiles a
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gérer pour leur entourage.

Il n'existe aucune thérapeutique spécifique pour la maladie de Huntington. On ne
connait actuellement aucun moyen permettant d’arréter ou méme de ralentir le processus
neurodégénératif. Le traitement se limite a I'administration de neuroleptiques qui ont en
général une action suspensive tres nette sur les mouvements de types choréiques. Enfin,
du fait des troubles psychiatriques et cognitifs engendrés par la maladie, le suivi

psychologique des patients est trés important.
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ASPECTS NEUROPATHOLOGIQUES DE LA MALADIE DE HUNTINGTON

La caractéristique neuropathologique principale de la maladie de Huntington est la
dégénérescence progressive des neurones GABAergiques de projection du striatum. Afin
de mieux cerner ce qu'implique la mort de ces neurones, nous exposerons en premier lieu
I'anatomie fonctionnelle des ganglions de la base - auxquels appartient le striatum - puis
les différents types neuronaux en présence dans le striatum. Dans un deuxieme temps,
nous décrirons les caractéristiques neuropathologiques de la maladie et les différences de

neurodégénérescence selon le type neuronal striatal.

Anatomie fonctionnelle des ganglions de la base en général, et du striatum en

particulier

Les ganglions de la base forment une structure qui est en interaction étroite avec le
cortex cérébral. Les noyaux majeurs des ganglions de la base sont le striatum, le pallidum,
la substance noire et le noyau sous-thalamique (pour une revue exhaustive, lire Parent et
Hazrati, 1995a ; Parent et Hazrati, 1995b). Chez les primates, le striatum est composé de
deux parties distinctes, le noyau caudé et le putamen, alors que chez les rongeurs, ces deux
parties sont réunies en une seule appelée néostriatum ou simplement striatum (Parent,
1996). Nous exposerons l'anatomie du striatum tel qu'il existe chez le rat, car nous avons

utilisé cette espece pour modéliser la maladie de Huntington.

1. Voies et fonctions des ganglions de la base

Le circuit des ganglions de la base forme une boucle dont le point de départ et le

point d'arrivée est le cortex cérébral (figure 1). Au sein de cette boucle, le striatum recoit
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Figure 1 : représentation schématique des principales connections de la boucle cortex - ganglions
de la base - thalamus - cortex chez le rat.

Le striatum est situé au départ de cette boucle et recoit toutes les afférences
glutamatergiques corticales. Les neurones GABAergiques de projection du striatum
innervent ensuite la substance noire, soit par une voie directe, soit par une voie indirecte
passant par le globus pallidus puis le noyau sous-thalamique. GP : globus pallidus ; SNc /

SN : substance noire pars compacta / pars reticulata (d'apres Gerfen, 1992).
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toutes les afférences glutamatergiques corticales. Puis la boucle se divise en deux voies
GABAergiques, une voie directe du striatum vers la substance noire (projection striato-
nigrale), et une voie indirecte, se rendant également dans la substance noire, mais avec
deux relais, dans le pallidum en premier lieu (projection striato-pallidale), puis dans le
noyau sous-thalamique. A partir de la substance noire, I'information est renvoyée vers le
cortex via le thalamus, ce qui permet de fermer la boucle. En plus de cette boucle, il existe
au sein des ganglions de la base des voies de rétrocontrdle, dont la principale est la voie
dopaminergique nigro-striatale (Gerfen, 1992).

Dans les maladies qui impliquent les ganglions de la base, on observe une
détérioration du contréle moteur (Albin et al., 1989). La maladie de Parkinson, qui résulte
de la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striatale, entrafne
une difficulté a initier des mouvements. La maladie de Huntington, qui quant a elle résulte
de la dégénérescence des neurones du striatum, est caractérisée principalement par des
mouvements involontaires. Il apparait donc que les ganglions de la base ont un role
important dans le controle de la motricité. De par leur position anatomique et leurs
connexions avec le cortex cérébral, les ganglions de la base participent au contréle moteur
et a certaines taches cognitives effectués par le cortex (Parent et Hazrati, 1995a ; Parent et
Hazrati, 1995b). Cependant le rdle exact des ganglions de la base n'est pas encore

totalement déterminé.

2. Anatomie fonctionnelle du striatum

C'est au sein du striatum qu'a lieu le premier traitement de l'information provenant
du cortex et traversant la boucle des ganglions de la base. Le striatum recoit des afférences
de pratiquement toutes les aires corticales (Kemp et Powell, 1970). Il peut étre divisé en
deux compartiments définis sur la base de critéres neuroanatomiques et neurochimiques.
Le premier compartiment est celui des patchs ou striosomes. Il est défini par une faible
activité acétylcholine estérase (AChE) (Graybiel et Ragsdale, 1978). Le deuxiéme

compartiment, celui de la matrice, est défini par une forte activité AChE (Graybiel et
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Figure 2 : représentation schématique de |'organisation en patchs ou striosomes et matrice des
projections cortico-striatale et striato-nigrale chez le rat.

La partie superficielle de la couche V du cortex innerve le compartiment de la
matrice, alors que sa partie profonde innerve le compartiment des striosomes. Les
neurones GABAergiques de projection de la matrice striatale innervent les neurones de la
substance noire pars reticulata, alors que les neurones de projection du compartiment des
striosomes innervent les neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta.

DA : dopaminergique ; SNr : substance noire pars reticulata (d'apres Gerfen, 1992).
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Ragsdale, 1978). Il est composé de neurones contenant de la calbindine, une protéine liant
le calcium (Gerfen et al., 1985). Cette organisation est le reflet d'un fonctionnement
compartimenté du striatum, ot les afférences et les efférences different selon que leur cible
ou origine respective est le compartiment des striosomes ou celui de la matrice (pour une
revue, lire Gerfen, 1992).

Le compartiment des patchs ou striosomes recoit des afférences glutamatergiques
provenant de la partie profonde de la couche corticale V. Puis, les neurones de ce
compartiment innervent les neurones dopaminergiques de la substance noire pars
compacta. Le compartiment de la matrice, quant a lui, recoit des afférences
glutamatergiques provenant de la partie superficielle de la couche corticale V. Les
neurones de ce compartiment envoient leur projection vers les neurones GABAergiques

de la substance noire pars reticulata (figure 2).

3. Les différents types neuronaux du striatum

Les neurones de projection :

Chez le rat, ils représentent 90 a 95 % de l'ensemble des neurones du striatum
(Graveland et DiFiglia, 1985). En raison de la taille moyenne de leur soma (12 a 20 ym de
diametre) et de leur arborisation dendritique présentant de nombreuses épines (Wilson et
Groves, 1980), ces neurones ont été baptisés neurones épineux de taille moyenne. Tous ces
neurones ont pour neurotransmetteur l'acide gamma-amino-butyrique (GABA), et un
certain nombre de neuropeptides. Ainsi, les neurones de la voie directe - projection striato-
nigrale - expriment majoritairement la dynorphine et la substance P, alors que les
neurones de la voie indirecte - projection striato-pallidale - expriment 1'enképhaline ou la

substance P (Parent et Hazrati, 1995a ; Steiner et Gerfen, 1998).

Les interneurones :

Le reste des neurones du striatum, qui représentent 5 a 10 % de la population
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neuronale, est composé d'interneurones, c’est-a-dire de neurones dont la terminaison
axonale est située dans le striatum. Des études par coloration de Golgi ont démontré que
les interneurones du striatum présentent une caractéristique commune, l'absence ou la
rareté des épines dendritiques (DiFiglia ef al., 1976). Ces neurones non épineux ont été
subdivisés en deux catégories selon leur taille, les neurones non épineux de grande taille,

et les neurones non épineux de taille moyenne.

Les interneurones non épineux de grande taille :

La taille de leur soma est évaluée entre 20 a 50 ym de diametre (DiFiglia ef al., 1976).
Ce sont des neurones cholinergiques qui sont caractérisés par l'expression de choline
acétyltransférase (ChAT) (Kawaguchi et al., 1995). Ces interneurones ont une arborisation
dendritique tres étendue, comparativement aux autres interneurones du striatum (Wilson
et al., 1990). Chez le rat, ils représentent moins de 2 % de la population neuronale du

striatum (Phelps et Vaughn, 1986).

Les interneurones non épineux de taille moyenne

Ces interneurones, qui représentent environ 1 a 2 % de la population neuronale du
striatum, sont caractérisés par une taille équivalente a celle des neurones de projections,
soit 12 a 20 ym de diametre. IIs expriment le GABA et un ou plusieurs neuropeptides qui
peuvent étre soit la parvalbumine, soit la calrétinine, soit le neuropeptide Y associé a la
somatostatine. Cette classe d'interneurones peut étre mise en évidence par détection

histochimique de la NADPH diaphorase (pour une revue, lire Kawaguchi et al., 1995).

Contrairement a la plupart des structures cérébrales, le striatum contient beaucoup
plus de neurones de projection que d'interneurones. Chez le rat, le ratio entre les
neurones de projection et les interneurones est de 9:1 pour le striatum. Chez le primate, ce
ratio est de 3:1 (Graveland et DiFiglia, 1985). Comme nous le verrons dans le chapitre
suivant, la maladie de Huntington entraine la mort progressive des neurones de

projection du striatum. C'est le dysfonctionnement de ces neurones qui serait a l'origine
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des symptomes moteurs et cognitifs observés au cours de la maladie de Huntington.

Neuropathologie de la maladie de Huntington

La principale caractéristique neuropathologique de la maladie de Huntington est la
dégénérescence du striatum, c'est-a-dire du noyau caudé et du putamen chez 1'"homme.
Les examens macroscopique et microscopique post-mortem de cerveaux de personnes
atteintes par la maladie de Huntington ont permis d'établir une échelle de sévérité de la
maladie qui est le reflet de la progression des symptdmes cliniques (Vonsattel et al., 1985).
Cette échelle comprend cinq degrés, du degré zéro au degré 4. Le degré zéro correspond
a une maladie de Huntington diagnostiquée, sans que l'examen microscopique du
striatum ne révele d'anomalies évidentes. Au degré 4, qui est le stade ultime de la maladie,

le striatum a presque completement disparu.

1. Examen macroscopique

L'examen de cerveaux post-mortem révele, chez les personnes atteintes de la
maladie de Huntington, une atrophie cérébrale caractérisée par le rétrécissement des
circonvolutions, et I'augmentation concomitante des sillons. Cette atrophie, qui est plus
marquée au niveau du lobe frontal, peut-étre subtile ou sévere selon le stade de la
maladie. Ainsi, dans une étude rapportant 1'examen de 138 échantillons, les poids moyens
des cerveaux était de 1240 grammes pour les degrés 0 et 1, 1140 grammes pour le degré 2,
1120 grammes pour le degré 3, 995 grammes pour le degré 4 alors qu'il est de 1350
grammes pour un cerveau témoin (Vonsattel, 1992).

Une étude réalisée par De La Monte et al. et portant sur I'examen macroscopique de
sections coronales provenant de trente patients différents a montré une diminution du

volume de plusieurs structures, dont le cortex, le thalamus et le striatum (De La Monte et
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al., 1988). Cette derniere structure est la plus atteinte, avec une diminution de 57 % pour le
noyau caudé et une diminution de 64 % pour le putamen. L'examen des ventricules a
également montré une augmentation de leur volume, d'autant plus importante que la
maladie est avancée. Ainsi, Vonsattel rapporte un volume ventriculaire moyen de 11,7 ecm®
au degré 1, de 15,5 cm’ au degré 2, de 16,8 cm® au degré 3 et de 20,2 cm’ au degré 4, alors
que le volume ventriculaire moyen de cerveaux témoins et de 7 cm® (Myers et al., 1988 ;

Vonsattel, 1992).

2. Examen microscopique

C'est I'examen microscopique qui a permis d'établir les différents degrés de sévérité
qui sont le reflet de 1'évolution de la maladie (Myers et al., 1988 ; Vonsattel et al., 1985).

Ainsi, le degré 0 correspond a une maladie diagnostiquée de fagon certaine, sans
que les examens macroscopique et microscopique ne laissent apparaitre un signe évident
de neurodégénérescence. Seule la téte du noyau caudé peut montrer une perte neuronale.

Au degré 1, l'examen macroscopique reste normal. Par contre, I'examen
microscopique révele un début d'astrocytose et une perte neuronale au sein de la téte du
noyau caudé. En effet, a cet endroit, la mortalité des neurones du striatum estimée par
comptage cellulaire est d'environ 50 %.

Au degré 2, l'atrophie apparait de fagon évidente pour le noyau caudé et le
putamen, alors que le pallidum semble intact. L'astrocytose et la perte neuronale
apparaissent sur I'ensemble du noyau caudé et sur la partie dorsale du putamen.

Au degré 3, l'atrophie du striatum est importante, celle du pallidum est plus
modérée. Au plan microscopique, une astrocytose apparait au sein du pallidum.

Au degré 4, le striatum est presque compléetement atrophié et le pallidum a perdu la

moitié de son volume.

-15 -



Introduction bibliographique.

3. Sélectivité de la neurodégénérescence au niveau striatal

Les différents types neuronaux présents dans le striatum ne sont pas égaux devant
le processus neurodégénératif de la maladie de Huntington. Au cours de la maladie, les
neurones de projection disparaissent beaucoup plus rapidement que les interneurones de
taille moyenne ou de grande taille (Kowall et al., 1987).

En utilisant la technique histochimique de détection de la NADPH diaphorase, qui
permet de mettre en évidence les interneurones non épineux de taille moyenne (Kowall et
al., 1987), il a été démontré que ces neurones sont relativement épargnés lors de la
maladie. Ainsi, par rapport a la population neuronale totale du striatum, la proportion de
neurones NADPH diaphorase positifs, qui est d'environ 2 % dans un striatum normal,
passe a 30 % dans les cas avancés de la maladie de Huntington (Ferrante et al., 1985 ;
Kowall et al., 1987).

La deuxieme classe d'interneurones du striatum, les interneurones non épineux de
grande taille, ou cholinergiques, est également relativement préservée lors de la maladie.
Cela a été démontré par la détection histochimique de I'acétylcholine estérase (AChE) qui
marque les neurones cholinergiques. Grace a cette technique, il a été démontré que cette
classe de neurones est relativement épargnée chez les personnes atteintes par la maladie

de Huntington (Ferrante et al., 1987).

Cette augmentation relative de la proportion d'interneurones provoquée par la
maladie de Huntington est en fait le reflet de la diminution rapide du nombre de neurones
de projection, qui sont les premiers atteints, puis qui meurent progressivement pendant
'évolution de la maladie (Graveland et al., 1985 ; Lange et al., 1976). Au sein de cette
population, il y a également des différences selon le site de projection et-ou le ou les
neuropeptide(s) exprimé(s) avec le GABA. Une étude portant sur 1'examen de cerveaux
des degrés 2, 3 et 4 a démontré une perte plus importante des neurones

enképhalinergiques projetant vers le segment externe du pallidum ainsi que des neurones
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contenant la substance P et projetant vers la substance noire pars reticulata (Albin, 1995 ;
Albin et al., 1992 ; Reiner et al., 1988). A contrario, les neurones GABAergiques exprimant la
substance P, et projetant vers le segment interne du pallidum ou la substance noire pars

compacta, semblent moins sévérement atteints dans les phases précoces de la maladie.

4. Autres régions atteintes

Le cortex :

Cette structure est également tres largement touchée lors de la maladie (Vonsattel,
1992). Cela a été démontré a la fois par des études morphométriques (De La Monte et al.,
1988 ; Lange et al., 1976) et par comptage cellulaire (Hedreen et al., 1991 ; Sotrel et al., 1991).
Les neurones de grande taille de la couche VI sont les plus atteints, mais, bien que moins
marquée, on observe également une dégénérescence neuronale dans les couches IIT et V
(Cudkowicz et Kowall, 1990 ; Hedreen et al., 1991 ; Sotrel et al., 1991). Le fait que la mort
neuronale au niveau cortical ne corresponde pas exactement aux neurones de la projection
cortico-striatale - dont les corps cellulaires sont situés uniquement dans la couche V du
cortex - laisse penser qu'elle n'est pas simplement due a un effet rétrograde de la
neurodégénérescence striatale mais également a un effet direct du processus

neurodégénératif (Sharp et Ross, 1996).

Le pallidum :

Au sein de cette structure, on observe une perte neuronale qui semble étre en
corrélation avec la relative sélectivité de la mort neuronale survenant dans le striatum. En
effet, I'atrophie du segment externe du pallidum est fréquente, alors que l'atrophie du
segment interne est plus rare (Reiner et al., 1988). Ainsi, on pense que la mort neuronale
observée dans le pallidum est principalement due a la perte des afférences striato-

pallidales (Reiner ef al., 1988).
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Autres régions :
Une atrophie due a une mort neuronale a été observée dans certaines parties de
I'hypothalamus, de l'amygdale et du thalamus (Dom et al., 1976 ; Zech et al., 1986).

Cependant, dans ces structures, 'atrophie, lorsqu'elle existe, est faible comparée a celle

observée dans le striatum et le cortex.
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BASES MOLECULAIRES DE LA MALADIE DE HUNTINGTON

La mutation responsable de la maladie de Huntington

1. Historique

Des 1983, 1'équipe de James Gusella avait localisé 1'emplacement du gene dont la
mutation est responsable de la maladie de Huntington sur le chromosome 4 par analyse
de liaison avec un marqueur polymorphique (Gusella ef al., 1983). A ce moment, James
Gusella pensait que cinq ans au maximum serait nécessaire pour isoler le gene et
caractériser la mutation (Morell, 1993). Finalement, la mutation fut identifiée dix ans plus
tard, en 1993, par un consortium international, composé de six équipes localisées aux
US.A., en Grande-Bretagne et au Pays de Galles, et coordonné par James Gusella (The
Huntington’s Disease Research Collaborative Group, 1993). La recherche tres fastidieuse
du gene a nécessité la mise en ceuvre de nombreuses techniques de génétique moléculaire
comme la définition de nouveaux marqueurs génétiques dans la région définie,
l'établissement des cartes génétique et physique de cette région, 1'établissement de contigs
de cette région a l'aide de cosmides et de chromosomes artificiels de levure (The
Huntington’s Disease Research Collaborative Group, 1993). Finalement, la région
impliquée a été réduite a un segment de 2,2 mégabases localisé en 4p16.3 (Bates et al., 1991
; MacDonald et al., 1989 ; Snell et al., 1992). Au sein de cette région, un fragment de 500
kilobases particulierement intéressant a été étudié par la technique de capture d'exons, ce
qui a permis d'isoler un nouveau gene - baptisé IT15 pour "transcrit intéressant numéro
15" - et contenant une répétition d'une séquence trinucléotidique CAG anormalement
amplifiée chez les personnes atteintes par la maladie de Huntington (The Huntington’s
Disease Research Collaborative Group, 1993).

Ainsi, la maladie de Huntington rejoignait la famille grandissante des maladies
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génétiques a répétition de triplets. En 1993, lorsque la mutation responsable de la maladie
de Huntington a été identifiée, 1'amplification anormale d'une séquence trinucléotidique
avait déja été identifiée comme étant la cause de trois maladies génétiques, le syndrome X-
fragile (Kremer et al., 1991 ; Verkerk et al., 1991), la dystrophie myotonique (Aslanidis et al.,
1992 ; Buxton et al., 1992 ; Harley et al., 1992) et l'atrophie musculaire spino-bulbaire (La
Spada et al., 1991).

2. Les maladies neurodégénératives a répétitions de triplets

Parmi les maladies génétiques dues a l'expansion d'une répétition de triplets, on
peut distinguer deux grands groupes en fonction de I'emplacement de la mutation :
- Dans le premier groupe, la mutation est située dans une région non
traduite de 'ARNm et entrafne une perte de fonction. C'est le cas pour le syndrome X-
fragile (Kremer et al., 1991) ou pour l'ataxie de Friedriech (Campuzano et al., 1996).
- Dans le deuxiéme groupe, la mutation est située dans la séquence codante
de I'ARNm. Ce groupe contient pour le moment huit maladies répertoriées (tableau n° 1),
dont la maladie de Huntington (Hardy et Gwinn, 1998). 1l est frappant de remarquer que
toutes les maladies de ce groupe possedent le méme type de mutation : la répétition de
triplets, dont la longueur est pathologique, a une séquence du type (CAG)n et code donc
pour un enchainement de glutamines, ou polyglutamine. On constate également que
toutes ces maladies fonctionnent selon un mécanisme dominant qui suggere une mutation

du type gain de fonction.

L'étude de la mutation entrafnant la maladie de Huntington a démontré que cette
derniére est en fait une séquence polymorphe dans la population générale. Le nombre de
répétitions CAG est variable d'un individu a un autre sans que cela ait des conséquences
pathologiques. Cependant, au-dela d'un certain nombre de répétitions, la chaine
polyglutaminique acquiert une propriété pathologique qui entraine la maladie de

Huntington. En 1993, Duyao et al. rapportent un seuil pathologique situé entre 35 et 37
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répétitions (Duyao et al., 1993), Andrew et al. indiquent un seuil de 38 répétitions (Andrew
et al., 1993), alors que Snell et al. décrivent un recouvrement entre le nombre de répétitions
des alleles normaux et des alleles mutés situé aux alentours de 30 (Snell et al., 1993).

En 1994, une étude portant sur un trés grand nombre de patients a permis de
déterminer le seuil a partir duquel le nombre de répétitions est pathologique (Kremer et
al., 1994). Sur les 995 chromosomes étudiés et porteurs de la mutation, le nombre de
répétitions était compris entre 36 et 121. Par contre, le nombre de répétitions pour les
chromosomes normaux était toujours inférieur a 35, fixant a 36 le nombre de répétitions a
partir duquel la chaine polyglutaminique acquiert sa propriété pathologique. Pourtant, le
devenir des personnes ayant un nombre de répétitions compris entre 36 et 39 reste
incertain. En 1996, Rubinsztein et al. rapportent les cas de 10 personnes, comprenant un
nombre de répétitions inclus dans cette fourchette et 4gées de 67 a 95 ans, mais ne
présentant aucun signe de la maladie (Rubinsztein et al., 1996). Au contraire, certains
auteurs précisent que la plupart des personnes présentant un nombre de répétitions
compris entre 36 et 39 développent la maladie.

Ce type de mécanisme, ol le nombre de répétitions est polymorphe et doit
dépasser un certain seuil pour devenir pathologique, a pu étre démontré pour les autres

maladies a polyglutamines (Hardy et Gwinn, 1998).

L'étude de la mutation de la maladie de Huntington chez un grand nombre de
patients a permis de mettre en évidence une autre caractéristique de ce type de mutation :
il existe une forte corrélation inverse entre 1'dge d'apparition des premiers symptomes et
le nombre de triplets CAG (Andrew et al., 1993 ; Duyao et al., 1993 ; Snell et al., 1993). Ainsi
les formes juvéniles de la maladie correspondent a un nombre élevé de répétitions, en
général supérieur a 50 (Telenius et al., 1993).

Cependant, le nombre de répétition pour un individu donné ne permet pas de
prédire I'age de début de la maladie. Bien que les études statistiques montrent une forte
corrélation entre 1'dge d'apparition des symptomes et le nombre de répétitions, il apparait

également que, pour un nombre de répétitions donné, 1'dge de début peut varier de
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maniére tres significative d'un individu a un autre (Duyao et al., 1993). Ceci est d'autant
plus vrai que le nombre de répétitions est proche du seuil pathologique, c’est-a-dire
compris entre 37 et 52. Néanmoins, dans le cas des formes juvéniles, le nombre de

répétitions est toujours beaucoup plus important (Duyao et al., 1993).

maladie : liaison : Gene: pathologie :
maladie de Huntington chromosome 4 IT15 inclusions
DRPLA chromosome 12 Atrophine 1 inclusions
SCA1 chromosome 6 Ataxine 1 inclusions
SCA2 chromosome 12 Ataxine 2
SCA3 (MJD) chromosome 14 Ataxine 3 inclusions
SCA6 chromosome 19 CACNL1A4
SCA7 chromosome 3 SCA7 inclusions
SBMA X AR inclusions

Tableau n° 1 : récapitulatif des maladies neurodégénératives a polyglutamines (d'apres
Hardy et Gwinn, 1998). DRPLA : dentatorubral and pallidoluysian atrophy ; SCA : spino-
cerebellar ataxia ; MJD : Machado-Joseph disease ; SBMA : spino-bulbar and muscular
atrophy.

3. Le phénomeéne d'anticipation

Bien avant la découverte du gene et de sa mutation, une aggravation des
symptomes et un age de début plus précoce au cours des générations avaient été
remarqués dans les familles atteintes par la maladie de Huntington. Ce phénomene est
appelé anticipation. Des 1976, Vegter-van der Vlis et al. rapportent que 1'dge de déces

moyen est le méme pour deux générations successives lorsque l'on considere les
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personnes qui ont recu l'allele muté de leur mere. Cependant, si l'on prend en
considération les personnes qui ont recu l'allele muté de leur pere, 1'dge de déces moyen
est de deux ans inférieur a celui de leur parent affecté (Vegter-van der Vlis et al., 1976). Les
auteurs expliquent cette différence par le fait que la plupart des formes juvéniles recensées
dans cette étude provenaient d'une transmission paternelle de la mutation.

En 1982, une étude menée par Myers et al. a confirmé ce phénomeéne d'anticipation
(Myers et al., 1982). L'étude de 95 familles a démontré un age d'apparition des symptomes
plus jeune au cours des générations lorsque l'allele muté est hérité du peére. De plus, sur

neuf formes juvéniles observées lors de cette étude, sept étaient d'ascendance paternelle.

Avec la découverte du gene, le phénomene d'anticipation a pu recevoir une
explication. L'étude d'ADN extrait du sperme de patients a démontré que le nombre de
répétitions est tres instable lors de la spermatogenese (Duyao et al., 1993). De plus, cette
instabilité est d'autant plus élevée que le nombre de répétitions de départ est grand
(Leeflang ef al., 1995). En résumé, lorsque l'allele est transmis par la meére, le nombre de
répétitions peut augmenter ou décroitre, en moyenne de quatre répétitions, avec une
légere tendance a I'augmentation. Par contre, lorsque 1'allele est hérité du pere, I'expansion
de la répétition est beaucoup plus fréquente et peut aller jusqu'a un doublement de la taille
de cette derniere (Albin et Tagle, 1995 ; Trottier et al., 1994).

Le phénomene d'anticipation a également été étudié d'un point de vue
phylogénétique. Par comparaison de la longueur des répétitions dans des populations
humaines différentes et dix especes de primates, une étude a montré que les alleles
humains dérivent d'un gene ancestral commun (Rubinsztein et al., 1994). Les auteurs de
cette étude proposent un modele expliquant l'expansion de la répétition par un biais
mutationel d'ou1 la sélection naturelle est absente. A 'aide de simulations informatiques, ils
prédisent un accroissement de la prévalence de la maladie de Huntington dans la

population générale.
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Apports de la génétique moléculaire a la compréhension du mécanisme pathologique

En 1993, la découverte du geéne contenant la mutation responsable de la maladie de
Huntington a suscité un grand espoir pour la compréhension du mécanisme a 1'origine de
la neurodégénérescence. Six ans plus tard, la fonction de la protéine codée par IT15 n'est
toujours pas connue et le role exact des polyglutamines dans la mort neuronale n'est pas
compris. Cependant, les nombreuses études menées sur l'expression du gene IT15 ont

permis de progresser dans la connaissance du processus pathologique.

1. Patron d'expression du gene IT15

Le geéne IT15 code pour une protéine qui a été baptisée huntingtine. L'article
original décrivant le gene IT15 rapporte une taille de 11 kilobases pour ' ARNm et prédit
une taille de 3144 aminoacides et 348 kDa pour la huntingtine (The Huntington’s Disease
Research Collaborative Group, 1993). Cette protéine ne présente aucune homologie avec
une protéine déja connue. La taille d'environ 350 kDa a pu étre vérifiée par la suite en
western blot a I'aide d’anticorps monoclonaux spécifiques de la huntingtine (Aronin et al.,
1995 ; Jou et Myers, 1995 ; Sharp et al., 1995 ; Trottier et al., 1995).

Apres la découverte du gene, les premieres expériences entreprises afin de
comprendre le mécanisme pathologique de la maladie de Huntington ont eu pour but de
caractériser le patron d'expression du gene IT15. Ces expériences ont mis en évidence une
expression tres étendue du gene IT15. En dehors du systeme nerveux, 'ARNm
correspondant au gene IT15 a été détecté dans le cceur, le placenta, les poumonts, le foie, les
muscles squelettiques, les reins, le pancréas, les ovaires, les testicules (Li ef al., 1993 ; Strong
et al., 1993). Dans le systeme nerveux central, IT15 est également largement exprimé, aussi
bien dans les cellules gliales que dans les neurones, avec tout de méme une prépondérance
neuronale (Li et al., 1993 ; Strong et al., 1993). De plus, le striatum ne fait pas partie des

régions comme l'hippocampe ou la couche granulaire du cervelet, ot 1'expression de IT15
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est la plus forte. Dans ces deux derniéres régions, la forte expression observée pourrait en
fait étre un artéfact dii a la forte densité neuronale (Strong et al., 1993).

La mise au point d'anticorps spécifiques de la huntingtine a rapidement permis
d'étudier l'expression de IT15 sur le plan protéique. Ces anticorps ont permis de
démontrer que la huntingtine est présente dans les cellules ot 'expression du gene IT15
avait été détectée (Aronin et al., 1995 ; DiFiglia et al., 1995 ; Jou et Myers, 1995 ; Sharp et al.,
1995 ; Trottier et al., 1995). Concernant le systétme nerveux central, il semble que la
huntingtine soit présente a différents niveaux d'expression dans tous les neurones
(DiFiglia et al., 1995 ; Sharp et al., 1995). Ces études ont également montré que la chaine
polyglutaminique est présente dans la protéine (Aronin et al., 1995 ; DiFiglia et al., 1995 ;
Jou et Myers, 1995 ; Trottier et al., 1995).

Enfin, dans le striatum, la huntingtine n'est pas exprimée a un taux plus important
que dans le reste du cerveau. Dans le cas de la protéine mutée, plusieurs groupes ont
montré que son expression semble plus faible que celle de la protéine non mutée (Aronin
et al., 1995 ; Schilling et al., 1995 ; Trottier et al, 1995). Cependant, en comparant
l'expression de la huntingtine avec celle d'une protéine présente dans les neurones de
projection du striatum, Schiling et al. ont montré que la chute d’expression observée dans
le striatum de malade est équivalente pour les deux protéines (Schilling et al., 1995). Les
auteurs en concluent que la chute d'expression de la huntingtine mutée au niveau striatale
n'est pas due a un effet direct de la mutation, mais est plutdét une conséquence de la
disparition des neurones.

Il est donc apparu clairement que la sélectivité de la mort cellulaire dans la maladie
de Huntington, ou seuls certains neurones centraux sont atteints, n'est pas la conséquence
d'une expression tres régionalisée du gene IT15. Cette constatation a renforcé 1'hypothese
du gain de fonction, ot la protéine mutée acquiert une nouvelle caractéristique, délétere

uniquement pour les neurones qui dégénerent.
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2. Hypothése du gain de fonction

Plusieurs faits suggerent que la mutation du gene IT15 entralne un gain de
fonction.

La transmission de la maladie se fait sur un mode dominant qui est souvent associé
a un gain de fonction. De plus, les patients homozygotes pour l'allele mutée présentent
une symptomatologie trés semblable aux patients hétérozygotes (Wexler et al., 1987).

Les premieres études visant a modéliser la maladie de Huntington par les
techniques de transgéneése ont eu pour but d'inactiver 1'homologue murin de IT15. Une
telle inactivation a été entreprise par trois équipes différentes, et a conduit a 1'observation
d'un phénotype létal a I'état embryonnaire (Duyao et al., 1995 ; Nasir et al., 1995 ; Zeitlin et
al., 1995). Ces études ont permis d'une part d'établir que I'expression du gene IT15 joue un
role crucial dans le développement embryonnaire, et d'autre part de confirmer
I'hypothese du gain de fonction, puisque, sauf dans un cas (Nasir et al., 1995), les souris
hétérozygotes ne présentaient pas de phénotype particulier. L'hypothese du gain de
fonction confirmée, il apparaissait donc comme nécessaire de générer des lignées
transgéniques exprimant la protéine mutée pour obtenir un modele génétique de la

maladie de Huntington.

3. Agrégation de la huntingtine mutée

Les premieres évidences de formation d'agrégats par la huntingtine mutée ont été
apportées par des expériences menées sur des souris transgéniques. G. Bates et son équipe
ont développé plusieurs lignées de souris transgéniques exprimant I'exon 1 du gene IT15
humain contenant un nombre variable de répétitions CAG, compris entre 116 et 156
(Mangiarini et al., 1996). Il est apparu que ces souris présentent plusieurs caractéristiques
phénotypiques ressemblant a la maladie de Huntington : apparition des symptomes entre

9 et 10 semaines apres la naissance, tremblements, mouvements involontaires soudains et
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d'une grande amplitude, amaigrissement, aggravation progressive de la maladie
conduisant a la mort en une a deux semaines (Mangiarini ef al., 1996). En utilisant des
anticorps dirigés contre la huntingtine, afin de détecter le patron d'expression de la
huntingtine mutée transgénique, 1'équipe de G. Bates a pu mettre en évidence qu'elle
forme des agrégats que 1'on retrouve uniquement dans les noyaux des neurones (Davies
et al., 1997). Davies et al. décrivent ces agrégats comme une inclusion nucléaire circulaire,
marquée de fagon intense - par les anticorps anti-huntingtine - et présente en un
exemplaire unique dans pratiquement tous les neurones du striatum (Davies et al., 1997).
Les agrégats sont également tres présents dans d'autres neurones, comme ceux du cortex,
du cervelet ou de la moelle épiniére, et ils contiennent, en plus de la huntingtine mutée, de
I'ubiquitine. Depuis, la présence d'inclusions dans les modeles transgéniques de la maladie,
exprimant une partie ou la totalité de la huntingtine mutée a été confirmée par de
nombreuses équipes (Hodgson et al., 1999 ; Martindale et al., 1998 ; Ordway et al., 1997 ;
Reddy et al., 1998 ; Schilling et al., 1999).

Chez les malades, la présence d'agrégats nucléaires anormaux avait été notée des
1979 (Roizin et al., 1979). Cependant, pour plusieurs raisons, ces agrégats n'avaient pas
suscité un grand intérét. D'une part, cette étude qui avait été menée sur des biopsies n'a pu
étre reproduite en utilisant des échantillons post mortem, la microscopie électronique
demandant une trés bonne préservation des tissus (Davies et al., 1997). D'autre part, le fait
que ces agrégats contiennent la huntingtine mutée n'était pas connu, et n'a été mis en
lumiere qu'avec l'étude des modéles transgéniques. Quelques semaines apres la
publication des inclusions intranucléaires chez les souris transgéniques (Davies et al., 1997),
la présence d'inclusions composées de huntingtine mutée dans les neurones corticaux et
striataux de personnes atteintes de la maladie de Huntington a été confirmé (DiFiglia et al.,
1997). Ces auteurs ont démontré que ces inclusions sont fortement corrélées au processus
pathologique : on les observe uniquement dans les neurones concernés par le processus
de neurodégénérescence, c'est-a-dire ceux du striatum et du cortex, et ils sont absents des

cerveaux contrdles et présymptomatiques (DiFiglia et al., 1997). L'utilisation d'anticorps
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anti-huntingtine spécifiques de différentes parties de la protéine a permis de démontrer
que seule sa partie N-terminale, contenant la chafne polyglutaminique entre dans la
formation des agrégats (DiFiglia et al., 1997 ; Li et Li, 1998 ; Martindale ef al., 1998). De plus,
la fréquence des inclusions dépend de la longueur de la chaine polyglutaminique (Li et Lj,
1998 ; Martindale et al., 1998), ce qui milite en faveur d'une implication de ces inclusions
dans le processus pathologique de la maladie - plus la chaine polyglutaminique est longue,

plus le nombre d'inclusions est grand, et plus la maladie apparait tot.

La présence d'agrégats de protéine mutée, ou d'un fragment de cette protéine
contenant la mutation, a été rapportée pour la plupart des maladies génétiques a
répétition de triplets (tableau n° 1 ; Bates et al., 1998 ; Price et al., 1998). La présence de ces
agrégats a également été rapportée dans des modeles in vitro obtenus par transfection
d'une séquence codant pour une chaine polyglutaminique (Lunkes et Mandel, 1998 ;
Saudou et al, 1998). Cependant, la toxicité éventuelle de ces inclusions neuronales
nucléaires reste controversée. Il a été démontré, dans deux modeles différents, qu'une
protéine contenant une chaine polyglutaminique de longueur anormale induit la mort de
la cellule lorsqu'elle est transloquée dans le noyau, sans qu'il y ait obligatoirement
formation d'inclusions nucléaires (Klement et al., 1998 ; Saudou et al., 1998). Ainsi, la
question du role des agrégats de protéine mutée dans les maladies génétiques a
répétitions de triplets reste posée. Ces derniers pourraient aussi bien étre directement
toxiques pour la cellule, qu'étre le résultat d'un processus de détoxification de la protéine

mutée ayant lieu dans le noyau (Sisodia, 1998).
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HYPOTHESES CONCERNANT LE MECANISME DE MORT CELLULAIRE

Le mécanisme physiopathologique conduisant a la mort neuronale qui survient lors
de la maladie de Huntington n'est toujours pas connu de fagon exacte. Cependant, I'étude
des modeles de la maladie et du processus pathologique chez 'homme permet de dégager
trois hypotheses principales qui sont I'excitotoxicté, le dysfonctionnement du métabolisme
énergétique et la mort par apoptose. Au premier abord, il pourrait sembler que ces trois
hypotheses sont exclusives. Ce n'est pourtant pas le cas, et il apparait maintenant que
l'association de ces trois mécanismes pourrait expliquer la dégénérescence des neurones

de projections du striatum.

L'hypothese excitotoxique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux
central des mammiferes. Il peut se lier a une grande diversité de récepteurs de types
canaux ioniques, entrainant une dépolarisation et l'excitation neuronale qui, lors du
fonctionnement normal de la synapse, est transitoire. Lorsque 1'activation du récepteur est
excessive ou prolongée, la cellule cible - celle qui porte le récepteur - peut étre

endommagée et mourir. Ce phénomeéne porte le nom d'excitotoxicité.

1. Les excitotoxines

Depuis longtemps, l'excitotoxicité a été proposée comme un des mécanismes
impliqués dans le processus neurodégénératif de la maladie de Huntington. L'origine de
cette hypothese excitotoxique remonte aux travaux de Coyle et Schwarcz et de McGeer et

McGeer, qui ont remarqué que l'injection de kainate, un agoniste glutamatergique, dans le
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striatum de rat entraine une lésion présentant des similitudes avec certains aspects
histologiques et neurochimiques de la maladie de Huntington (Coyle et Schwarcz, 1976 ;
McGeer et McGeer, 1976). Depuis, il a été montré que d'autres agonistes glutamatergiques,
comme l'acide iboténique, sont capables de reproduire des caractéristiques de la maladie
de Huntington. Du fait de leur mécanisme d'action a la fois excitateur et toxique, ces
molécules ont été appelées "excitotoxines". Leur utilisation permet de développer des
modeles expérimentaux de la maladie. A l'aide de ces modeéles, les différentes stratégies
thérapeutiques envisagées pour la maladie de Huntington peuvent étre testées (DiFiglia,
1990). Ainsi, l'un des modeles parmi les plus utilisés actuellement est l'injection
intrastriatale d'acide quinolinique, un agoniste du récepteur N-Méthyl-D-Aspartate
(NMDA). Cette excitotoxine provoque la mort des neurones GABAergiques de projection
tout en épargnant relativement les interneurones cholinergiques ou exprimant la

somatostatine ainsi que les fibres de passage (Beal et al., 1991 ; Beal et al., 1986).

Le fait que le striatum, principale cible de la neurodégénérescence, recoive une
innervation glutamatergique abondante en provenance du cortex a milité en faveur de
I'hypothese excitotoxique dans la maladie de Huntington. Il a été suggéré que le taux
intrastriatal endogene de glutamate pourrait étre toxique chez les patients (DiFiglia, 1990).
Les travaux récents concernant la huntingtine n'ont pas totalement remis en cause
I'hypothese excitotoxique. La fonction toxique de la huntingtine mutée pourrait passer par
une activation secondaire d'un phénomene excitotoxique aboutissant a la mort des
neurones GABAergiques du striatum qui sont particulierement riches en récepteurs au
glutamate (Petersen et al., 1999 ; Sharp et Ross, 1996). Des essais cliniques reposant sur
cette hypothése sont en cours. Leur but est d'obtenir une neuroprotection grace a des
agents pharmacologiques, comme le riluzole, capable de réduire la neurotransmission
glutamatergique et, par voie de conséquence, de contrecarrer le phénomene excitotoxique
(Doble, 1999 ; Kieburtz, 1999). Les résultats d'un premier essai clinique impliquant le
riluzole suggerent que cette drogue aurait un effet sur les symptomes moteurs de types

choréiques provoqués par la maladie (Rosas ef al., 1999).
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Figure 3 : principales voies de production des radicaux libres apres stimulation par un acide aminé
excitateur.

Suite a l'activation des récepteurs glutamatergiques, l'augmentation du Ca*
intracellulaire et-ou la consommation d'ATP provoque la formation de radicaux libres
dans la cellule. Abréviations : PLA,, phospholipase A,; AA, acide arachidonique; Xan DH,
xanthine déhydrogénase; XO, xanthine oxydase; NOS, NO synthétase; NO, nitric oxide

(d'apres Coyle et Puttfarcken, 1993).
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striatum de rat entraine une lésion présentant des similitudes avec certains aspects
histologiques et neurochimiques de la maladie de Huntington (Coyle et Schwarcz, 1976 ;
McGeer et McGeer, 1976). Depuis, il a été montré que d'autres agonistes glutamatergiques,
comme l'acide iboténique, sont capables de reproduire des caractéristiques de la maladie
de Huntington. Du fait de leur mécanisme d'action a la fois excitateur et toxique, ces
molécules ont été appelées "excitotoxines". Leur utilisation permet de développer des
modeles expérimentaux de la maladie. A l'aide de ces modeéles, les différentes stratégies
thérapeutiques envisagées pour la maladie de Huntington peuvent étre testées (DiFiglia,
1990). Ainsi, l'un des modeles parmi les plus utilisés actuellement est l'injection
intrastriatale d'acide quinolinique, un agoniste du récepteur N-Méthyl-D-Aspartate
(NMDA). Cette excitotoxine provoque la mort des neurones GABAergiques de projection
tout en épargnant relativement les interneurones cholinergiques ou exprimant la

somatostatine ainsi que les fibres de passage (Beal et al., 1991 ; Beal et al., 1986).

Le fait que le striatum, principale cible de la neurodégénérescence, recoive une
innervation glutamatergique abondante en provenance du cortex a milité en faveur de
I'hypothese excitotoxique dans la maladie de Huntington. Il a été suggéré que le taux
intrastriatal endogene de glutamate pourrait étre toxique chez les patients (DiFiglia, 1990).
Les travaux récents concernant la huntingtine n'ont pas totalement remis en cause
I'hypothese excitotoxique. La fonction toxique de la huntingtine mutée pourrait passer par
une activation secondaire d'un phénomene excitotoxique aboutissant a la mort des
neurones GABAergiques du striatum qui sont particulierement riches en récepteurs au
glutamate (Petersen et al., 1999 ; Sharp et Ross, 1996). Des essais cliniques reposant sur
cette hypothése sont en cours. Leur but est d'obtenir une neuroprotection grace a des
agents pharmacologiques, comme le riluzole, capable de réduire la neurotransmission
glutamatergique et, par voie de conséquence, de contrecarrer le phénomene excitotoxique
(Doble, 1999 ; Kieburtz, 1999). Les résultats d'un premier essai clinique impliquant le
riluzole suggerent que cette drogue aurait un effet sur les symptomes moteurs de types

choréiques provoqués par la maladie (Rosas ef al., 1999).
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2. Role des radicaux libres dans le processus excitotoxique

Depuis longtemps, on sait que le phénomeéne d'excitotoxicité entraine une
accumulation de radicaux libres dans la cellule (pour une revue, lire Coyle et Puttfarcken,
1993). La stimulation par les acides aminés excitateurs peut aboutir a la formation de
radicaux libres par trois voies distinctes :

- I'activation des récepteurs glutamatergiques (NMDA et AMPA) provoque
une entrée de Ca”" dans la cellule. Cette augmentation du Ca®* intracellulaire induit
l'activation, d'une part, de la phospholipase A, ce qui initie la cascade métabolique de
l'acide arachidonique, et d'autre part, de protéases qui vont produire de la xanthine
oxydase. Ces deux voies vont aboutir 2 la formation de I'ion superoxyde O, (Figure 3).

- Suite a la dépolarisation, les pompes Na' /K" ATPase vont consommer de
I'ATP pour rétablir les concentrations de Na' et de K* de part et d'autre de la membrane
plasmique. Cette consommation d'ATP va aboutir, dans la mitochondrie, a une
augmentation de la phosphorylation oxydative et a une fuite d'ions superoxyde du
métabolisme mitochondrial (Figure 3).

- Enfin l'augmentation intracellulaire de Ca** active la nitrique oxyde
synthase (figure 3), ce qui aboutit a la formation d'oxyde nitrique (NO) capable de réagir
rapidement avec 1'ion superoxyde pour former du peroxynitrite qui se décomposera en
radical hydroxyle (OH") :

NO+O, +H" - ONOOH - OH' +NO,

Une fois générés, les radicaux libres, dont le plus toxique d'entre eux est OH.,
s'attaquent aux protéines, aux acides nucléiques, et surtout aux lipides membranaires.
Parmi ces derniers, les acides gras poly-insaturés, qui sont présents en proportion
importante dans le cerveau, sont trés vulnérables. Leur réaction avec le radical hydroxyle
aboutit a la formation de liaisons covalentes inter-acide gras, ce qui rigidifie les

membranes puis les casse et entraine la mort de la cellule.
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Des études menées sur des modeles in vitro et animaux ont permis de confirmer
que les radicaux libres, qui entrafnent le stress oxydatif, pourraient étre impliqués dans la
maladie de Huntington. In vitro, sur un modele de culture nerveuse primaire, il a été
démontré que la toxicité due a un hyperactivation du récepteur NMDA est médiée par
l'ion superoxyde, via la libération d'acide arachidonique (Lafon-Cazal et al., 1993), et par le
NO, un radical libre qui est le produit de la NO synthase (Dawson et al., 1993). De plus,
l'utilisation d'un inhibiteur spécifique de la NO synthase neuronale, le 7-nitroindazole,
permet d'atténuer significativement les lésions induites par des excitotoxines dans le
striatum de rat (Schulz et al., 1995a). Cela semble confirmer une implication des radicaux
libres dans la maladie de Huntington, comme un événement secondaire du stress

excitotoxique (Beal, 1996).

3. Excitotoxicité et modeles transgéniques

Des lignées de souris transgéniques exprimant une partie ou la totalité de la
huntingtine mutée ont été créées (Hodgson et al., 1999 ; Mangiarini et al., 1996 ; Reddy et
al., 1998 ; Schilling et al., 1999). Ces lignées ont permis des avancées dans la compréhension
de la physiopathologie de la maladie de Huntington. Leur étude a notamment contribué a
mettre en évidence les inclusions neuronales nucléaires de huntingtine mutée (Davies et al.,
1997). Rapidement, il s'est avéré que ces lignées transgéniques permettent de reproduire
bon nombre des caractéristiques de la maladie de Huntington : inclusions neuronales
nucléaires, durée de vie réduite, symptomes moteurs, amaigrissement et réduction de la
taille du cerveau. Cependant, dans les lignées qui ont fait l'objet des premieres
publications, il n'y a pas d'évidence claire de dégénérescence neuronale (Davies et al., 1997 ;
Mangiarini et al., 1996). Cela suggere que dans ces lignées, il existe un dysfonctionnement
neuronal sans perte cellulaire et laisse supposer que leur utilisation pour tester des
thérapies expérimentales est hasardeuse.

Une étude publiée récemment s'est intéressée au processus excitotoxique chez ces

souris transgéniques (Hansson et al., 1999). De fagon surprenante, les souris transgéniques
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ne sont pas sensibles a 1'injection intrastriatale d'acide quinolinique alors que les animaux
sauvages de la méme portée le sont. Ce résultat semble en contradiction avec I'hypothese
d'une mort cellulaire par excitotoxicité dans la maladie de Huntington. Pourtant, il faut
garder a l'esprit que dans cette étude, d'une part les lésions par l'acide quinolinique ont été
réalisées sur des animaux présymptomatiques, et d'autre part, bien que ces souris
développent des symptdmes moteurs, une mort cellulaire est difficilement détectable
(Davies et al., 1997 ; Mangiarini et al., 1996). On peut donc penser que chez ces souris
transgéniques un mécanisme de résistance, induit par la sensibilité excessive conférée par
l'expression de la huntingtine mutée, est mis en ceuvre par les neurones du striatum. Ce
mécanisme pourrait alors permettre aux neurones de résister a un choc excitotoxique aigu

comme l'injection d'acide quinolinique.

4. Excitoxicité et protéines interagissant avec la huntingtine

Expliquer le mécanisme pathologique par une interaction anormale entre la
huntingtine et une autre protéine est une idée séduisante : elle permet de prendre en
compte I'hypothése du gain de fonction, puisque seule la huntingtine mutée devrait entrer
en jeu dans l'interaction anormale ; elle expliquerai aussi le caractere discret de la maladie,
l'interaction anormale n’ayant lieu que dans les neurones concernés par le processus de
neurodégénérescence. Plusieurs équipes ont donc recherché des protéines capables
d'interagir spécifiquement avec la huntingtine mutée. Ainsi, en 1996 Bao et al. montrent
que la huntingtine mutée interagit indirectement avec la calmoduline, par le biais d'une
autre protéine qui n'a pu étre isolée (Bao et al., 1996). De par sa capacité a lier l'ion calcium,
la calmoduline pourrait intervenir dans le processus excitotoxique, ce qui permettrait de
relier ce mécanisme a la mutation du gene IT15.

L'utilisation du systeme double hybride, qui permet de cribler une banque sur le
critere d'interactions protéine/protéine, a permis d'isoler des ADNc codant pour des
protéines interagissant avec la huntingtine mutée. En particulier, il a été montré une

interaction avec la cystathionine beta-synthase (CBS) (Boutell et al., 1998). La CBS a pour
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substrat 'homocystéine qui posséde elle méme des métabolites, comme 'homocystéate,

connus pour leur action excitotoxique.

Un autre argument a renforcé lhypothese excitotoxique pour expliquer le
processus neurodégénératif de la maladie de Huntington. En effet, une baisse du
métabolisme énergétique, qui pourrait étre occasionnée par la huntingtine mutée, peut
provoquer une susceptibilité accrue des neurones de projection du striatum au stress

excitotoxique.

Modéles impliquant un dysfonctionnement du métabolisme énergétique

1. Chute du métabolisme énergétique chez les patients

Les premieres preuves de l'implication d'une baisse du métabolisme énergétique
dans la maladie de Huntington proviennent d'observations faites par
tomographie par émission de positons. Des 1982, Kuhl et al. rapportent une baisse du
métabolisme du glucose au niveau du noyau caudé et du putamen, mais pas dans le reste
du cerveau, chez les personnes atteintes par la maladie de Huntington (Kuhl ef al., 1982).
En utilisant la méme technologie de détection du métabolisme du glucose par
tomographie par émission de positons, Kuwert et al. ont étendu ce résultat au cortex, ot ils
ont également mesuré une baisse de I'utilisation du glucose chez les patients (Kuwert et al.,
1990). De plus cette étude, qui a été effectuée sur 23 patients, suggere une corrélation entre
la baisse d'utilisation du glucose et la sévérité de la maladie. Cela a été confirmé par
Grafton et al. qui ont pu montrer que la baisse du métabolisme du glucose précede les
manifestations cliniques de la maladie (Grafton ef al., 1990). Cette derniére observation
suggere que la baisse du métabolisme énergétique est potentiellement a l'origine de la

maladie et pas un phénomene secondaire dii a la perte neuronale.
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L'hypothése d'un dysfonctionnement du métabolisme énergétique au niveau
striatal a également été appuyée par plusieurs études portant sur des échantillons post-
mortem. En effet, une baisse de 'activité de la succinate déshydrogénase, le complexe II de
la chaine respiratoire mitochondriale, a été démontrée dans le striatum des personnes
atteintes de la maladie de Huntington (Brennan et al., 1985 ; Browne et al., 1997 ; Gu et al.,
1996 ; Tabrizi et al., 1999).

L'utilisation de la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire a permis de
confirmer ces résultats. La baisse du métabolisme énergétique observée par cette

technique est non seulement corrélée au stade de la maladie, mais également au nombre

de triplets CAG (Jenkins et al., 1993 ; Jenkins et al., 1998).

Ces données expérimentales ont conduit a I'hypothése d'excitotoxicité indirecte
pour expliquer le processus neurodégénératif de la maladie de Huntington. Selon cette
hypothese, la baisse du métabolisme énergétique, qui se traduit par une diminution de la
concentration intracellulaire en ATP, entraine une baisse de l'activité des pompes
membranaires Na'/K" et Ca*". En conséquence, aprés une dépolarisation, la repolarisation
de la membrane se fait moins bien. Cela aboutit a une baisse du potentiel de membrane
qui empéche le blocage voltage dépendant du canal NMDA par lion Mg*. Le taux
physiologique de glutamate extracellulaire devient alors suffisant pour entrainer une
hyperactivation des récepteurs NMDA et une augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca*', ce qui aboutit a la mort par excitotoxicité (pour une revue, lire Beal,

1994).

2. L'acide 3-nitropropionique

L'hypothese d'excitotoxicité indirecte secondaire a une baisse du métabolisme
énergétique a été renforcée par des observations faites en Chine et rapportant le
développement de syndrome choréique chez des enfants ayant ingéré des friandises

contaminées par de l'acide 3-nitropropionique (3-NP) (Ludolph et al., 1991). Par la suite, il a
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été démontré que l'intoxication chronique par le 3-NP, qui est un inhibiteur irréversible de
la succinate déshydrogénase ou complexe II de la chaine respiratoire mitochondriale,
aboutit a des lésions du striatum qui refletent ce qui se passe lors de la maladie de
Huntington (pour une revue, lire Brouillet et al., 1999).

Les travaux de I'équipe de Beal ont montré que l'injection systémique répétée de 3-
NP chez le rat entraine une neurodégénérescence qui, dans un premier temps, est
restreinte au striatum (Beal et al., 1993). Au sein de cette structure, on observe une
dégénérescence des neurones de taille moyenne ; par contre, les neurones de grande taille,
ainsi que les afférences dopaminergiques et les fibres de passage sont préservées (Beal et
al., 1993 ; Guyot et al., 1997a ; Wullner et al., 1994). De plus, les neurones GABAergiques de
projection présentent des anomalies typiques de la maladie de Huntington : on observe
une augmentation de la densité des épines dendritiques ainsi qu'un recourbement
anormal des extrémités de ces dendrites (Beal et al., 1993). Enfin, la sensibilité du striatum
du rat au 3-NP dépend de l'dge de I'animal : en réponse a la méme dose de toxine, le
volume de la lésion augmente avec 1'dge de l'animal, les adultes jeunes (4 mois) étant
beaucoup plus sensibles que les pré-adultes (1 mois) (Brouillet et al., 1993).

Depuis, la caractérisation du modele de maladie de Huntington obtenu par
intoxication systémique chronique par le 3-NP a été affinée. Une baisse de performance
dans le test d'évitement passif, une diminution de l'activité locomotrice spontanée, des
anomalies de la marche et une bradykinésie ont été observées chez le rat 1ésé (Borlongan
et al., 1995 ; Guyot et al., 1997a ; Koutouzis et al., 1994). De plus, le modele a été développé
chez le primate. L'équipe de P. Hantraye, a Orsay, a montré que l'intoxication chronique
de macaques ou de babouins reproduit les caractéristiques anatomo-pathologiques de la
maladie, mais également les symptdmes moteurs, puisque 1'on observe chez ces animaux
des dystonies et des dyskinésies des membres inférieurs qui apparaissent spontanément
(Brouillet ef al., 1995 ; Palfi et al., 1998). En plus de ces symptdmes moteurs, des tests
fonctionnels ont permis de mettre en évidence une altération cognitive de type frontal
chez ces animaux (Palfi et al., 1996). Enfin, il a été montré chez le rat qu'une inhibition

partielle de la succinate déshydrogénase par le 3-NP est suffisante pour provoquer la mort
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des neurones de projections du striatum, comme c'est le cas dans la maladie de
Huntington (Brouillet et al., 1998).

Plusieurs évidences suggerent que le dysfonctionnement du métabolisme
énergétique provoqué par le 3-NP induit une augmentation intracellulaire de Ila
concentration en radicaux libres. L'utilisation d'un inhibiteur de la NO synthase neuronale,
le 7-nitroindazole, permet d'atténuer significativement les 1ésions induites par le 3-NP dans
le striatum de rat (Schulz et al., 1995a). Beal et al. rapportent que les 1ésions induites par le
3-NP sont atténuées de maniere significative chez des souris transgéniques surexprimant
la superoxyde dismutase, I'enzyme qui permet la détoxification de 1'ion superoxyde (Beal
et al., 1995). Ainsi, la formation excessive de radicaux libres pourrait étre impliquée dans la
maladie de Huntington comme un évenement secondaire du stress métabolique (Beal,

1996).

L'intoxication chronique par le 3-NP fournit donc un modele convaincant de la
maladie de Huntington, puisque l'on y retrouve ces principales caractéristiques
vulnérabilité spécifique du striatum, influence de 1'dge, symptomes moteurs et cognitifs,
dégénérescence préférentielle des neurones GABAergiques de projection du striatum,
chute partielle de l'activité de la succinate déshydrogénase. Ce modele permet de tester de
nouvelles approches thérapeutiques. Il suggere également qu'une baisse du métabolisme
énergétique, méme modérée, due a la huntingtine mutée pourrait étre a l'origine du

processus neurodégénératif de la maladie de Huntington (Brouillet et al., 1998).

3. Protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et interagissant avec la

huntingtine

En 1996, Burke et al. démontrent qu'une enzyme de la voie de la glycolyse, la
glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), est capable d'interagir avec la
huntingtine et avec la protéine dont la mutation est responsable de Il'atrophie

dentatorubrale et pallidoluysienne (DRPLA) (Burke et al., 1996).
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Si elle se confirme, l'interaction de la huntingtine mutée avec la GAPDH permettrait
d'expliquer le dysfonctionnement du métabolisme énergétique survenant lors de la
maladie de Huntington. Cependant, toutes les interactions décrites entre la huntingtine et
d'autres protéines ont été déterminées dans des conditions non physiologiques -
expérience in vitro ou systeme double hybride. Méme si certaines des protéines isolées de
cette maniére semblent avoir un rapport avec les hypothéses concernant le mécanisme
physiopathologique de la maladie, les interactions devront étre mises en évidence chez les

patients.

Role de I'apoptose dans le processus neurodégénératif

L'apoptose, ou mort cellulaire programmeée, est un mécanisme de mort cellulaire
qui permet a l'organisme d'éliminer les cellules surnuméraires lors du développement
embryonnaire normal. L'apoptose est caractérisée par une relative préservation des

organelles de la cellule et une fragmentation internucléosomale de ' ADN (Bredesen, 1995).

1. Mise en évidence de 'apoptose

Plusieurs études ont démontré la présence de mort par apoptose dans la maladie de
Huntington. La technique de TUNEL (terminal transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate-biotin nick end labeling) permet de mettre en évidence la fragmentation de
I'ADN et a été utilisée pour détecter la neurodégénérescence sur des échantillons post-
mortem et dans des modeles expérimentaux de la maladie. La présence de neurones
marqués par cette technique a pu étre démontrée dans le striatum et le cortex des patients
(Dragunow et al., 1995 ; Portera-Cailliau ef al., 1995). Cette technique permet également de

mettre en évidence une fragmentation de I'ADN dans le modéle excitotoxique de la
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maladie obtenu par injection intrastriatale d'acide quinolinique chez le rat (Portera-Cailliau

et al., 1995).

Les études menées grace aux différents modeles transgéniques de la maladie
semblent confirmer l'implication de l'apoptose dans le processus neurodégénératif de la
maladie de Huntington.

In vitro, par transfection de culture primaire de neurones striataux par un fragment
du gene IT15 portant 17 ou 68 répétitions CAG, il a été montré que la chaine
polyglutaminique de grande taille entraine une mort par apoptose de ces neurones
(Saudou et al., 1998).

In vivo, certaines lignées de souris transgéniques sont sujettes a une dégénérescence
neuronale striatale. C'est le cas des lignées développées par Reddy et al., qui expriment un
ADNCc du gene IT15 contenant 48 ou 89 répétitions CAG (Reddy et al., 1998). De plus, la
technique de TUNEL permet de mettre en évidence une fragmentation de 'ADN dans le
striatum et I'hippocampe de ces lignées (Reddy et al., 1998). L'apoptose semble également
impliquée dans le processus de neurodégénérescence intervenant dans une autre lignée de
souris transgéniques qui portent la totalité du gene IT15 contenant 72 répétitions
(Hodgson et al., 1999). En effet, 1'étude en microscopie électronique de la morphologie des
neurones du striatum de ces souris montre des caractéristiques, comme la dilatation de
l'appareil de Golgi, le rétrécissement du noyau et la condensation de la chromatine, qui
suggerent un processus apoptotique (Hodgson et al., 1999).

Il faut cependant garder a l'esprit que la technique de TUNEL et 1'étude de la
morphologie neuronale ne permettent pas d'impliquer de maniere certaine l'existence
d'un processus apoptotique dans la maladie de Huntington ou dans ces modeles.
Toutefois, 1'étude des modeéles transgeniques et des protéines interagissant avec la
huntingtine ont permis de renforcer I'hypothése de 1'apoptose en démontrant 1'implication

d'une famille de protéines pro-apoptotiques, les caspases.

2. Implication des caspases
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Les caspases sont des protéases cystéine et aspartyl spécifiques qui jouent un role
dans le processus apoptotique (pour une revue, lire Thornberry et Lazebnik, 1998). En fait,
les caspases sont considérées comme des exécutants de l'apoptose, elles interviennent une
fois que cette derniére a été déclenchée, par exemple par un stress excitotoxique ou une
augmentation des radicaux libres (Holtzman et Deshmukh, 1997). L'étude des modeles
transgéniques de la maladie de Huntington développés in vitro et in vivo semble indiquer

que les caspases joueraient un role dans le processus neurodégénératif de cette pathologie.

La premiere protéine de la famille des caspases a avoir été impliquée dans le
processus physiopathologique de la maladie de Huntington est la caspase-3. Saudou et al.
ont montré qu'un inhibiteur de la caspase-3 est capable de prévenir 1'apoptose dans le
modele de neurones de striatum en culture primaire transfectés par la séquence codante
de la huntingtine mutée (Saudou et al., 1998). Il a été montré que la huntingtine est clivée
par la caspase-3, a la fois dans un modele in vitro utilisant de la huntingtine et de la caspase-
3 purifiées, et dans un modele cellulaire obtenu par transfection de cellules COS par la
séquence codante de la huntingtine (Goldberg et al., 1996). De plus, 1'expansion de la
répétition CAG augmente la vitesse de clivage de la huntingtine (Goldberg et al., 1996).
Cela suggere que la caspase-3 pourrait provoquer la libération d'un fragment protéique
toxique par clivage de la huntingtine mutée.

Sanchez et al. rapportent que la transfection de neurones primaires par un plasmide
codant une chaine polyglutaminique de taille pathologique provoque l'activation de la
caspase-8, ce qui entraine la mort par apoptose (Sanchez et al., 1999). In vivo, la méme
étude suggere la présence de caspase-8 activée, détectée par la technique de Western blot,
dans le noyau caudé de patients (Sanchez et al., 1999).

Ona et al. ont étudié la caspase-1. IIs rapportent une activation de cette protéine a la
fois dans un modele transgénique de la maladie et chez les patients (Ona et al., 1999). De
plus, ils démontrent que l'injection intracérébroventriculaire d'un inhibiteur des caspases

permet de ralentir la progression de la maladie et d'allonger la durée de vie des souris de
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la lignée transgénique développée par 1'équipe de G. Bates (Ona ef al., 1999).

Toutes ces données indiquent que le processus apoptotique prend une part
importante dans la mort cellulaire survenant lors de la maladie de Huntington. Il apparait
de plus en plus clairement que les caspases sont impliquées dans le processus
physiopathologique de la maladie. Cette implication pourrait aussi bien étre causale,
comme le suggere le clivage de la huntingtine par la caspase-3, que secondaire a
l'activation d'un processus apoptotique.

De la méme maniere, le niveau auquel intervient 'apoptose n'est pas clairement
établi. Le mécanisme apoptotique pourrait étre impliqué de fagon directe, par exemple du
fait d'une activation des caspases par la huntingtine mutée, ou étre un phénomene
secondaire a un stress excitotoxique ou métabolique d a la huntingtine mutée (Sharp et

Ross, 1996).

Conclusion : vers la "découverte' d'un traitement ?

La découverte du gene IT15 et de la mutation qui lui est associée dans la maladie de
Huntington a permis de progresser rapidement dans la connaissance de la pathologie de
cette maladie. Il a été démontré que le fragment N-terminal de la protéine mutée forme
des agrégats, appelés inclusions neuronales nucléaires, dans les neurones atteints lors de la
maladie et chez les animaux transgéniques (Davies et al., 1997 ; DiFiglia et al., 1997). Ces
agrégats sont retrouvés principalement dans le noyau, mais aussi dans le cytoplasme
(DiFiglia et al., 1997). Bien que 1'on ne sache pas si ces agrégats sont toxiques ou non, il
semble que la protéine mutée agisse au sein du noyau pour déclencher le processus qui
conduit a la mort neuronale (Saudou et al., 1998). Ce processus pourrait passer par

l'activation des caspases par la chaine polyglutaminique, ce qui aboutirait a une mort par
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apoptose.

Il est vraisemblable que 1'étude des modeles de la maladie de Huntington
permettra, dans un avenir proche, 1'élucidation de son processus physiopathologique.
Ainsi, méme si ce processus n'est pas totalement connu, on commence a avoir une idée
assez précise des mécanismes qui sont en cause. Partant de la connaissance de ces
mécanismes, il est possible d'explorer les voies qui permettraient d'aboutir a un traitement
de la maladie de Huntington. On peut par exemple envisager de diminuer les taux
intracellulaires de radicaux libres pour lutter contre l'excitotoxicité, ou apporter des
facteurs trophiques exogenes pour lutter contre le processus apoptotique. Ces stratégies

thérapeutiques, ainsi que leurs raisons d'étre sont exposées dans la partie suivante de cette

introduction.
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THERAPIES EXPERIMENTALES DE LA MALADIE DE HUNTINGTON

Bien qu'il n'existe pas de thérapie effective pour la maladie de Huntington, les
stratégies pour la mise au point d'un traitement sont nombreuses. Il est envisagé entre
autres :

- Le remplacement par greffe des neurones qui dégénerent.
- L'utilisation d'agents capables d'arréter le processus neurodégénératif.
- D'empécher l'expression de l'allele muté, soit au niveau de 1'ADN -

inhibition de la transcription -, soit au niveau de I'ARNm - inhibition de la traduction.

L'étude de ces stratégies thérapeutiques a été rendue possible grace a la mise au
point de modeles de la maladie obtenu par voies pharmacologique ou transgénique. Dans
cette deuxieme partie nous décrirons les différentes stratégies thérapeutiques, en détaillant
les possibilités de traitement par transfert de gene de la maladie de Huntington, travail qui

est 1'objet de cette these.
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ESSAIS THERAPEUTIQUES EN COURS DANS LA MALADIE DE HUNTINGTON

Quelle que soit la forme de traitement envisagé pour la maladie de Huntington, on
peut diviser en deux groupes principaux les stratégies thérapeutiques qui sont a I'étude :

- Il existe des stratégies dites de restauration dont le but est de remplacer, a
l'aide de greffes de cellules, les neurones qui ont dégénéré au cours de la maladie. Les
cellules greffées pourraient étre des cellules striatales embryonnaires, des cellules souches
ou des cellules modifiées génétiquement.

- A contrario, il existe des stratégies neuroprotectrices, ou conservatrice, ot
l'objectif est d'arréter ou de ralentir le processus neurodégénératif. Ce type de stratégie est
envisageable grace a 1'évolution lente de la maladie, qui permet d'intervenir a un stade
précoce. Grace au diagnostic génétique précoce de la maladie, on peut méme imaginer une
intervention avant l'apparition des symptomes. Afin de mettre en ceuvre une telle
stratégie, des agents ayant un effet bénéfique sur les neurones GABAergiques de

projection du striatum ont été identifiés a 1'aide des modeles expérimentaux de la maladie.

Greffe de cellules striatales embryonnaires

La greffe de cellules striatales embryonnaires est considérée depuis longtemps
comme une stratégie prometteuse pour les maladies neurodégénératives ou la perte
cellulaire est trés localisée. C'est le cas de la maladie de Huntington, mais aussi celui de la
maladie de Parkinson qui est due a la dégénérescence des neurones dopaminergiques de
la voie nigrostriée. Pour cette derniere, les modéles expérimentaux ont permis de
démontrer que la greffe de cellules fcetales dans le striatum de rat déplété en dopamine
permet d'obtenir une récupération fonctionnelle (pour une revue, lire Bjorklund et al.,

1994a ; Brundin et al., 1994). Le striatum est la seule cible des neurones dopaminergiques
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qui dégénerent lors de la maladie de Parkinson. Cela permet de greffer directement dans
le striatum les neurones dopaminergiques d'origine embryonnaire pour obtenir une
récupération.

Le cas de figure de la maladie de Huntington est plus complexe. Les neurones
GABAergiques de projection du striatum font partie d'un circuit neuronal trés organisé et
forment un relais entre le cortex et le globus pallidus, d'une part, et entre le cortex et la
substance noire pars reticulata, d'autre part (voir lére partie, page 10). Le but de la
stratégie restauratrice est de reconstruire ce circuit a 1'aide de greffes intrastriatales de

neurones d'origine embryonnaire.

1. Bases expérimentales

Au début des années 80, Deckel ef al., puis Isacson ef al. rapportent que, chez le rat,
la greffe intrastriatale de cellules striatales embryonnaires permet de diminuer tres
sensiblement les effets neurochimiques et moteurs d'une lésion excitotoxique (Deckel et al.,
1983 ; Isacson et al., 1984). Depuis, de nombreuses études ont permis de caractériser l'effet
des greffes de cellules embryonnaires dans les modeles expérimentaux de la maladie (pour
une revue, lire Bjorklund et al., 1994b). Grace a des tests comportementaux, il a été
démontré que ces greffes permettent d'obtenir une récupération fonctionnelle (Dunnett et
al., 1988 ; Emerich et al., 1991 ; Isacson et al., 1986). Les travaux menés par Wictorin et al.,
utilisant des marquages antérogrades et rétrogrades, ont montré que les neurones
striataux embryonnaires greffés recoivent des afférences du cerveau héte (Wictorin et
Bjorklund, 1989 ; Wictorin et al., 1988). De plus les cellules greffées sont capables d'innerver
le globus pallidus du cerveau héte (Wictorin et al., 1989a). Enfin ces fibres afférentes et
efférentes sont capables de former des synapses fonctionnelles (Wictorin ef al., 1989b ;
Wictorin et al., 1990).

Par la suite, des études du méme type ont été entreprises chez le primate afin de
caractériser l'effet des greffes de cellules striatales embryonnaires dans un modéle

toujours expérimental, mais plus proche de la maladie telle que 1'on peut 1'observer chez
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I'homme. Une intégration de la greffe, ainsi qu'un effet fonctionnel ont pu étre obtenus
chez le primate, en utilisant des neurones embryonnaires originaires de la méme espece
(Palfi et al., 1998), mais également avec des neurones d'origine murine (Hantraye et al.,
1992). L'utilisation de primates a permis la mise en ceuvre de tests comportementaux plus
fins que chez le rongeur, ce qui a révélé que l'amélioration due a la greffe est non
seulement d'ordre moteur, mais également sensible sur le plan cognitif (Palfi et al., 1998).
Enfin, la faculté des cellules striatales embryonnaires humaines a se comporter
comme ses homologues prélevés chez le rat ou le primate a été vérifiée. Naimi et al. ont
démontré que les cellules humaines provenant de 1'éminence ganglionnaire latérale - la
structure embryonnaire précurseur du striatum - donnent naissance a une greffe d'aspect
striatal lorsqu'elles sont transplantées dans le striatum de rat (Naimi et al., 1996). Ainsi,
I'accumulation de toutes ces données expérimentales permet de penser que la greffe de
cellules striatales embryonnaires pourrait permettre de reformer le circuit du noyau caudé
et du putamen chez les patients. Cela a conduit a l'initiation d'essais cliniques (Peschanski

et al., 1995).

2. Essais cliniques en cours

Des tentatives de neurotransplantations intrastriatales chez des patients sont menés
dans plusieurs pays (Kopyov et al., 1998 ; Madrazo et al., 1993). Pour l'instant ces études
indiquent que le protocole de neurotransplantation utilisé ne semble pas dangereux pour
le malade (Kopyov et al., 1998). Les greffes ne semblent pas entrainer des améliorations
spectaculaires chez les patients, mais il faut souligner que pour ces deux études,
I'évaluation des malades ne permet pas une appréciation fiable. Il a donc fallu mettre en
place une échelle d'évaluation trés sensible, le CAPIT-HD, permettant de détecter des
effets, méme mineurs (Quinn et al., 1996).

Sur la base de cette échelle d'évaluation, un essai clinique, mené en collaboration
par les équipes de P. Césaro, P. Hantraye et M. Peschanski, est en cours a I'hopital Henri

Mondor de Créteil.
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3. Limites de la stratégie de neurotransplantation

Méme si I'on arrive a mettre en évidence une amélioration des patients apres un

protocole de greffe intrastriatale, différentes considérations incitent a la prudence.

Dans un premier temps, on peut se demander si, a tres long terme, les greffes ne
risquent pas d'étre rejetées. De plus, bien que cela n'ait jamais été observé apres une greffe
de cellules fcetales d'origine neurale, un processus de tumorigénese ne peut pas étre exclu
a priori, ce qui serait dramatique pour le patient.

Ensuite, l'utilisation de cellules d'origine embryonnaire suscite de nombreuses
interrogations d'ordre éthique qui sont encore loin d'étre résolues. Les embryons utilisés
proviennent d'interruption volontaire de grossesse, et, bien que trés minoritaire, une
partie de la population reste farouchement opposée a ce genre d'intervention. De plus les
cellules utilisées pour les greffes sont évidemment prélevées sur le cerveau des embryons,
organe qui, dans I'imaginaire collectif, est le siege de l'esprit. Cela apparait donc beaucoup
moins anodin de greffer des neurones qu'un cceur ou un poumon.

Enfin, et c'est peut-étre le probleme principal, la disponibilité des cellules destinées
aux greffes n'est pas illimitée. Cela est d'autant plus vrai que d'autres maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson pourraient bénéficier d'un tel
traitement. Il semble donc difficile que tous les malades puissent un jour bénéficier d'un tel
traitement, qui serait alors réservé aux personnes a un stade avancé de la maladie et-ou

réfractaires aux autres traitements éventuels.

La solution pourrait provenir de l'utilisation de cellules alternatives, disponible en
grande quantité, et dont l'utilisation poserait moins de problemes éthiques. On envisage
en particulier d'utiliser des cellules embryonnaires provenant d'animaux génétiquement
proches de 'homme et faciles a élever, comme le porc (Isacson et Breakefield, 1997). On

envisage également l'utilisation de cellules souches ou progénitrices humaines, qui
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pourraient étre multipliées presque indéfiniment in vitro avant d'étre greffées et d'acquérir
le phénotype requis pour remplir la fonction manquante. Pouvoir controler la
différenciation de ces cellules souches est un des défis actuels de la recherche thérapeutique

(pour une revue, lire Svendsen et Smith, 1999).

Traitements pharmacologiques de la maladie de Huntington

Comme nous l'avons rapporté plus haut, le processus physiopathologique
provoquant la neurodégénérescence lors de la maladie de Huntington est encore mal
connu. Cependant, les modeles expérimentaux ont permis de suggérer l'implication de
différents mécanismes capables d'entrainer la mort cellulaire. Parmi ceux-ci,
l'excitotoxicité, 'atteinte du métabolisme énergétique, le stress oxydatif et I'apoptose sont
les plus sérieux candidats. On peut donc envisager un traitement médicamenteux de la
maladie de Huntington ayant pour but de bloquer un ou plusieurs de ces mécanismes sans

connaitre exactement le processus pathologique de la maladie.

1. Agents anti-excitotoxicité

Actuellement, le riluzole et le rémacémide, deux molécules ayant des propriétés
anti-excitotoxiques connues, sont en cours d'essais cliniques pour la maladie de

Huntington.

Le riluzole est une molécule a effet anti-glutamatergique qui entraine une
diminution de la réponse post-synaptique des neurones GABAergiques de projections du
striatum en réponse au glutamate (Centonze et al, 1998). Une neuroprotection par le
riluzole a pu étre mise en évidence dans le modele de la maladie de Huntington obtenu

par intoxication chronique de rat par le 3-NP (Guyot et al., 1997b ; Palfi et al., 1997). Sur
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cette base, un essai clinique a été réalisé (Rosas et al., 1999). Ce dernier a montré que le
riluzole permet de diminuer les symptdémes de type choréique, sans pour autant
permettre une amélioration globale. Cet essai a été réalisé sur des patients dont la maladie
évoluait déja depuis plusieurs années, et ne peut donc pas rendre compte d'un effet
neuroprotecteur éventuel du riluzole, les patients n'ayant été traités que pendant six

semaines.

Le rémacémide est un agent qui bloque spécifiquement le canal ionique du
récepteur NMDA. Il pourrait de ce fait protéger les neurones sensibles au stress
excitotoxique médié par ce récepteur. Un premier essai clinique, de méme nature que celui
décrit précédemment pour le riluzole, a été entrepris (Kieburtz et al., 1996). Il a permis
d'établir la bonne tolérance du médicament par les patients. Actuellement, un essai
clinique de grande ampleur qui permettra d'établir 1'intérét thérapeutique du rémacémide
est en cours (Kieburtz, 1999).

Cet essai thérapeutique a également pour but de tester une autre molécule, le

coenzyme Q10, qui intervient sur le métabolisme énergétique.

2. Le coenzyme Q10

Comme nous l'avons vu précédemment, une baisse du métabolisme énergétique
dans les neurones GABAergiques de projection du striatum pourrait favoriser un
phénomeéne d'excitotoxicité secondaire qui entrainerait la mort de la cellule. Cette
hypothese suggere qu'un agent pharmacologique permettant de rétablir le bon
fonctionnement du métabolisme énergétique pourrait avoir un effet neuroprotecteur dans
le cas de la maladie de Huntington (Beal, 1994). Dans cette optique, le coenzyme Q10, qui
est un cofacteur essentiel de la chaine du transport d'électrons, est considéré comme un
agent thérapeutique potentiel (Beal, 1994). Les premiers essais cliniques ont montré une
bonne tolérance du médicament chez les patients, mais sans amélioration des symptomes

(Feigin et al., 1996). Cependant, des données obtenues par imagerie fonctionnelle ont
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permis de montrer que, au niveau cortical, le coenzyme Q10 permet d'abaisser le taux de
lactate qui augmente de fagon anormale chez les patients (Beal et Matthews, 1997 ;
Koroshetz et al., 1997).

L'essai clinique de grande ampleur, concernant également le rémacémide et portant
sur 340 patients, permettra d'évaluer les capacités neuroprotectrices du coenzyme Q10

dans la maladie de Huntington.

Conclusion : vers la thérapie génique

Les stratégies thérapeutiques qui sont en cours d'essais cliniques semblent donc
présenter des limitations.

Bien que les études réalisées sur les modeles expérimentaux de la maladie
permettent d'envisager des résultats prometteurs, la greffe de cellules striatales
embryonnaires risque de rester une technique peu répandue, principalement a cause de la
limitation en cellules disponibles pour la greffe. De plus cette stratégie s'adresse plus
particulierement aux personnes dont la maladie est a un stade avancé, pour lequel un
traitement neuroprotecteur n'est plus indiqué.

Pour ce qui est des essais médicamenteux, l'efficacité des molécules actuellement en
cours de test est pour l'instant incertaine. Une étude portant sur 1'effet du riluzole dans un
modele de la maladie induit par l'acide 3-nitropropionique chez le primate suggere que
cette molécule a un effet symptomatique, mais peu ou pas de vertu neuroprotectrice (Palfi

et al., 1997).

On connaft pourtant d'autres composés qui ont un effet neuroprotecteur sur les
neurones GABAergiques de projection du striatum ou qui sont capables de contrecarrer le
stress cellulaire induit par des processus excitotoxiques ou de baisse du métabolisme

énergétique. Les facteurs neurotrophiques, ou les enzymes de détoxification des radicaux
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libres ont ce type d’effets. L'obstacle principal a leur utilisation pour une application
clinique est leur mode d'administration, qui doit étre local, a la fois pour obtenir une
efficacité maximale et pour éviter les effets secondaires. A cause de la barriere
hématoencéphalique, l'administration in situ d'une protéine devrait s'effectuer par
injection directe dans le cerveau, et cela pendant plusieurs années. Cela parait difficilement
envisageable, c'est pourquoi on recherche des modes d'administration alternatifs de ces
protéines. Le plus prometteur de ces modes d'administration alternatif est le transfert de

gene.
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THERAPIE GENIQUE ET MALADIE DE HUNTINGTON

L'objectif d'un traitement par thérapie génique de la maladie de Huntington est
d'apporter in situ un géne codant une protéine apportant un bénéfice thérapeutique. Dans
un premier temps, nous exposerons le principe de la thérapie génique et résumerons 1'état
actuel des recherches menées sur le transfert de genes thérapeutiques appliqué au systeme
nerveux. Puis, nous décrirons les facteurs envisagés pour la maladie de Huntington, ainsi
que les vecteurs de transfert de gene utilisés dans le cerveau, en nous attardant plus

particulierement sur ceux qui ont fait 'objet de ce travail de these.

Thérapie génique : généralités

1. Principe et champ d'application de la thérapie génique

Le principe au sens large de la thérapie génique est le transfert, dans des cellules ou
des tissus, de matériel génétique dans un but thérapeutique. Pour atteindre ce but,
plusieurs stratégies, que 1'on peut classer en trois catégories principales, sont mises en
ceuvre. La premiére consiste a apporter un gene qui va remplacer une fonction déficiente,
comme dans le cas de la mucoviscidose (Crystal, 1995). C'est ce type de stratégie qui est le
plus souvent envisagé pour les maladies génétiques impliquant une perte de fonction. Une
seconde stratégie consiste a introduire un gene qui apportera une nouvelle fonction aux
cellules transduites, leur permettant ainsi de contrecarrer le processus pathologique de la
maladie. Enfin, une troisieme stratégie envisageable serait d'intervenir au niveau
transcriptionnel ou traductionnel, en introduisant un gene capable d'empécher
'expression d'une fonction délétere pour la cellule.

Le transfert de matériel génétique se fait grdce a un vecteur qui peut revétir
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plusieurs formes, qui seront exposées plus loin. Le matériel génétique peut étre introduit
directement dans les cellules cibles, par injection du vecteur dans l'organisme. On parle
alors de transfert de géne direct ou in vivo. Alternativement, le matériel génétique peut
étre introduit dans des cellules en culture qui seront ensuite greffées chez le malade. Ces
cellules se comporteront alors comme des pompes biologiques capables de libérer in situ

une protéine thérapeutique. On parle dans ce cas de transfert de gene indirect ou ex vivo.

Le premier essai clinique, débuté en 1990, a concerné une maladie génétique due a
une déficience en adénosine déaminase (Blaese et al., 1995). Depuis, il y a plus de 300 essais
cliniques en cours. Ils concernent des maladies génétiques dans 16 % des cas, mais
également le cancer (69 % des cas) et le SIDA (11 % des cas) (Anderson, 1998). Plusieurs
enseignements peuvent étre tirés de ces essais cliniques. En premier lieu, il apparait que le
champ d'application de la thérapie génique n'est pas confiné aux maladies génétiques,
mais concerne également un grand nombre de pathologies acquises, 1'ensemble
représentant un nombre considérable de patients. Ensuite, les essais cliniques déja
effectués font état de tres peu d'effets secondaires, la thérapie génique semble donc
présenter relativement peu de risques pour les patients. Enfin, il apparait que la principale
limitation de la thérapie génique est le transfert de gene proprement dit : actuellement, les
protocoles de transfert de gene utilisés pour les essais cliniques ne permettent pas
I'obtention d'une expression suffisamment forte ou prolongée du transgéne, nécessaire
pour obtenir un effet thérapeutique (Anderson, 1998). Le succes de la thérapie génique
passe donc par la mise au point d'un vecteur permettant, chez 'homme, une transduction
efficace des cellules et une bonne expression du transgene a long terme, tout en restant str

pour le patient.

2. Les vecteurs permettant le transfert de gene

Un grand nombre de vecteurs permettant le transfert de géne ont été développés,
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ou sont encore en cours de développement ou d'amélioration. Nous décrirons dans cette
partie les principaux vecteurs utilisés actuellement, qui peuvent étre divisés en deux

groupes principaux : les vecteurs viraux et les vecteurs non-viraux.

Les vecteurs non-viraux sont basés sur l'utilisation de molécules d'ADN
recombinant du type vecteur d'expression. Ces vecteurs peuvent étre utilisés tels quels, et
il a été démontré que l'injection intramusculaire de plasmide recombinant permet
d'obtenir une bonne expression du transgene chez la souris (Danko et al., 1993 ; Wolff et
al., 1990). Cependant, il semble que le transfert de gene par injection d'ADN ne soit
vraiment efficace que pour les cellules musculaires, et des vecteurs permettant la
transduction d'autres types cellulaire ont été développées. Dans ce contexte, les systemes
de transfert les plus utilisés sont les liposomes et le couplage a des ligands spécifiques de
récepteurs membranaires.

Les liposomes sont des vésicules lipidiques dans lesquelles on peut introduire une
solution aqueuse contenant le plasmide. Du fait de leur nature lipidique, ces liposomes ont
ensuite la capacité de traverser la membrane cytoplasmique de la cellule cible. Plusieurs
obstacles subsistent cependant a l'utilisation des liposomes en thérapie génique. Malgré
leur innocuité, et la faiblesse ou 1'absence de réponse immunitaire suite a leur injection in
vivo, il semble que les liposomes soient tres instables apres avoir été introduits dans
l'organisme (Desnick et Schuchman, 1998). De plus, les liposomes ne permettent pas de
cibler les cellules transduites, le mécanisme d'internalisation n'étant pas spécifique d'un
type cellulaire particulier.

Afin de résoudre le probleme de ciblage, des molécules ayant pour but de coupler
une molécule d'ADN avec un ligand spécifique d'un récepteur ont été développées. Le
premier "vecteur de couplage” a été mis au point par Wu et Wu et consiste en une
molécule de polylysine - capable de se lier avec ' ADN - reliée par des ponts disulfure a un
ligand permettant le ciblage spécifique des hépatocytes (Wu et Wu, 1988). Depuis, d'autres
conjugués ont été mis au point, notamment pour cibler les récepteurs de la transferrine

(Wagner et al., 1990), ou le récepteur aux immunoglobulines de 1'épithélium de l'appareil
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respiratoire (Ferkol et al., 1993).

La principale limitation des vecteurs non-viraux décrits ci-dessus est la dégradation
de I'ADN par les lysosomes une fois ce dernier internalisé dans la cellule cible. A long
terme, |'utilisation en clinique de ces vecteurs non-viraux devra passer par la mise au point
de systémes permettant d'une part d'éviter la dégradation de ' ADN et permettant d'autre
part son maintien dans le noyau de la cellule transduite afin d'obtenir une expression

efficace et a long terme du transgene d'intérét.

Les vecteurs viraux sont, comme leur nom l'indique, basés sur 1'utilisation de virus
pour réaliser le transfert de gene. Ces virus sont délétés, d'une part pour ne plus se
répliquer, d'autre part pour libérer de la place afin d'introduire le transgene au sein du
génome viral. Les principaux vecteurs viraux ont été développés a partir de quatre types
de virus différents : les rétrovirus, les adénovirus, les virus associés a 1'adénovirus et les
virus herpes-simplex (tableau n° 2).

Les vecteurs rétroviraux les plus utilisés dérivent du virus de la leucémie murine
(MLV). Ces vecteurs ont été construits par délétions des genes gag, pol et env du
rétrovirus permettant 1'insertion du transgene. Le vecteur rétroviral est ensuite produit
par transfection de la construction rétrovirale dans wune lignée cellulaire
transcomplémentante fournissant les produits des genes gag, pol et env (Cosset et al.,
1995). La majorité des essais cliniques actuellement réalisés ont utilisé ce type de vecteur
viral (Robbins et al., 1998). Cependant, les vecteurs rétroviraux développés a partir du
MLV présentent de nombreux inconvénients : la méthode classique de production en
cellule transcomplémentante donne des titres viraux relativement faibles, l'intégration du
provirus dans le génome de la cellule transduite peut entrainer des mutations, et surtout,
ce type de rétrovirus ne peut infecter que des cellules en division. Plus récemment, un
nouveau type de vecteur rétroviral, développé a partir des lentivirus a fait son apparition.
I devrait permettre de résoudre les probleémes jusque-la attachés aux vecteurs rétroviraux
et empéchant leur utilisation in vivo car il infecte les cellules quiescentes.

Les vecteurs adénoviraux permettent de résoudre plusieurs problemes posés par
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l'utilisation de vecteurs rétroviraux. Les deux principaux avantages des vecteurs
adénoviraux sont la possibilité de les produire a des titres élevés et leur capacité a infecter
un grand nombre de cellules quiescentes. L'adénovirus est un virus a ADN double brin,
dont le génome s'étend sur 36 kilobases.

Les expériences de transfert de gene faisant 1'objet de cette these ont été réalisées a
l'aide des vecteurs adénoviraux et lentiviraux. Les caractéristiques de ces vecteurs seront

détaillées dans le chapitre suivant.

Bien que ne faisant pas partie des vecteurs utilisés lors de cette theése, il nous faut
mentionner les vecteurs dérivés du virus associé a I'adénovirus (AAV) et du virus herpes-
simplex (HSV) car leur application au transfert de géne a fait 1'objet de nombreuses études.

L'AAV est un parvovirus a ADN simple brin dont la réplication nécessite un virus
helper qui peut-étre 1'adénovirus ou le virus herpes-simplex. Ce virus est spécifiquement
humain, mais il n'entraine pas de pathologie ce qui permet de penser que son utilisation
chez I'homme est relativement sure. Il a été démontré que le vecteur dérivé de 1'AAV
permet de transfecter de fagon stable in vivo des cellules quiescentes comme les cellules
musculaires (Fisher et al., 1997) ou les cellules du systeme nerveux central, neurones et
cellules gliales (Kaplitt et al., 1994). L'AAV sauvage est capable de s'intégrer de facon stable
dans une région spécifique du chromosome 19 de la cellule infectée (Samulski, 1993).
Cependant, sous forme recombinante, I'AAV perd cette spécificité d'insertion, et pourrait
entrainer des mutations par insertions (Robbins et al., 1998). De plus, 1'insertion du virus
recombinant semble moins efficace que celle du virus sauvage, principalement a cause du
faible taux de synthese du deuxieéme brin d'ADN lors de l'infection sans virus helper
(Ferrari et al., 1996 ; Fisher et al., 1996). Ainsi, sous réserve d'améliorations permettant de
dépasser les limites décrites précédemment, les vecteurs AAV sont potentiellement
intéressants pour la clinique humaine. Il faut cependant garder a l'esprit que les vecteurs
AAYV ne peuvent recevoir que des inserts de petite taille, n’excédant pas 4,8 kilobases.

Les virus herpes-simplex (HSV) sont des virus enveloppés a ADN double brin

d'environ 150 kilobases qui se répliquent sous forme épisomale dans le noyau de la cellule
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hote. Pour une utilisation en thérapie génique, ces virus sont rendus défectifs pour la
réplication par délétion d'un ou plusieurs genes tres précoces. Ces vecteurs peuvent alors
étre produits par infection de cellules transcomplémentantes. La taille des inserts contenus
dans les vecteurs dérivés des HSV peut aller jusqu'a 30 kilobases environ. Les vecteurs
dérivés des HSV sont potentiellement intéressants pour les maladies neurodégénératives
de par leur neurotropisme naturel (Fink et Glorioso, 1997). Cependant, il reste de
nombreux obstacles a l'utilisation des vecteurs HSV, dont les principaux sont la toxicité et

la faible efficacité de transfection (Desnick et Schuchman, 1998).

Rétrovirus Adénovirus AAV HSV
Titre Faible élevé moyen moyen
Infection de cellules Non oui oui oui
quiescentes (sauf

lentivirus)
Taille de I'insert Moyenne moyenne petite grande

(sauf gutless)

Intégration Aléatoire épisomal aléatoire épisomal

Tableau n° 2 : récapitulatif des caractéristiques des principaux vecteurs viraux.

Ce rapide tour d'horizon des vecteurs actuellement disponibles pour réaliser le
transfert de géne nécessaire a la thérapie génique laisse apparaitre que le vecteur idéal
n'existe pas encore et qu'un travail de développement important s'impose pour sa mise au
point. Ce vecteur idéal pourrait prendre la forme d'un hybride entre les vecteurs non-
viraux, qui ont I'avantage d'une production simple et reproductible, et les vecteurs viraux,

qui permettent d'obtenir des fortes efficacités de transfection.
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3. Le transfert de géne appliqué aux maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives concernent une part non négligeable de la
population des pays développés, mais pour l'instant aucun traitement curatif n'a pu étre
mis au point pour une de ces maladies. Les seuls traitements disponibles sont d'ordre
symptomatique, comme la L-DOPA dans le cas de la maladie de Parkinson, mais n'ont
aucun effet sur le processus neurodégénératif. Pour d'autres pathologies, comme la
maladie de Huntington, il n'existe méme pas de réel traitement symptomatique. Pourtant,
les stratégies et les candidats potentiels pour la mise au point de traitements ne manquent
pas. Cela tient en partie au fait que les maladies neurodégénératives ne concernent, a
lintérieur du systeme nerveux, quun nombre restreint de types cellulaires ou de
structures anatomiques. Cela a permis l'identification de molécules capable de remplacer la
fonction manquante, le prototype étant les enzymes responsables de la synthese du
neurotransmetteur manquant suite a la neurodégénérescence, ou méme d'empécher cette
neurodégénérescence, comme les facteurs neurotrophiques. L'obstacle qui empéche
l'utilisation thérapeutique de ces molécules est leur nature protéique. La barriere
hématoencéphalique interdit leur administration par voie systémique, et l'injection
intracérébrale répétée sur des périodes de temps tres longues est difficilement
envisageable pour une application clinique.

La thérapie génique se propose de résoudre ce probleme en permettant le transfert
de genes codant des protéines d'intérét pour le traitement des affections
neurodégénératives dans le systtme nerveux central au site méme de la
neurodégénérescence. Dans ce contexte, les travaux menés sur la maladie de Parkinson
ont permis de montrer que l'application du transfert de géne aux maladies
neurodégénératives est une voie non seulement envisageable mais également tres
prometteuse.

Des stratégies de type restauratrices, impliquant le transfert du gene de la tyrosine

hydroxylase (TH), enzyme limitante de la synthese de la dopamine, ont montré leur
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Figure 4 : structure du virion adénoviral.
Le virion présente 20 facettes triangulaires composées chacune de 18 hexons, dont 6
sont communs avec les facettes adjacentes. Les 12 pentons sont disposés au sommet de

chaque facette et forment la base de la fibre.
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capacité a combler le déficit de ce neurotransmetteur dans des modeles expérimentaux de
la maladie de Parkinson développés chez le rat. Ainsi, le transfert du gene de la TH permet
des améliorations fonctionnelles, aussi bien en utilisant des méthodes indirectes ou ex vivo
de transfert de gene, consistant a greffer des cellules préalablement génétiquement
modifié in vitro (Horellou et al., 1990), qu'en utilisant des méthodes directes de transfert de
gene, consistant a injecter in vivo des vecteurs viraux recombinant pour la TH (Horellou et
al., 1994).

Des stratégies de type neuroprotectrice ont également pu étre mises en ceuvre a la
suite de la découverte de facteurs neurotrophiques, comme le glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF), capable de protéger les cellules dopaminergiques dans
différentes situations de stress. Plusieurs études ont donc montré les effets
neuroprotecteurs du transfert du gene du GDNF dans des modeles expérimentaux de la

maladie de Parkinson (Bilang-Bleuel et al., 1997 ; Choi-Lundberg et al., 1997).
De telles stratégies de transfert de gene, par voie indirecte ou ex vivo, ou par voie

directe ou in vivo, et a visée soit restauratrice, soit neuroprotectrice sont envisageables

pour la maladie de Huntington.

Vecteurs adénoviral et lentiviral

1. L'adénovirus recombinant

En 1993, 4 publications ont mis en évidence la remarquable capacité de I'adénovirus
recombinant a réaliser un transfert de geéne direct dans les cellules du systéme nerveux

central de mammiferes (AKkli et al., 1993 ; Bajocchi et al., 1993 ; Davidson et al., 1993 ; Le Gal
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cellules 293.
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transgene inséré entre I'ITR (inverted terminal repeat) et le gene PIX de 'adénovirus ; (ii)
le reste du génome adénoviral, coupé par Clal. Le plasmide linéarisé et le génome
adénoviral possedent des séquences communes qui permettent la recombinaison

homologue.
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La Salle et al., 1993). Depuis, de nombreuses études ont confirmé ce résultat et ont montré
que l'adénovirus recombinant reste un vecteur de choix pour le transfert direct de génes

rapporteurs ou thérapeutiques dans le systeme nerveux central.

Les vecteurs adénoviraux utilisés les plus fréquemment sont dérivés de
'adénovirus humain de type 5. Le tropisme naturel de ce virus, dont le récepteur reste a
identifier, est I'appareil respiratoire ot il est responsable d'affections bénignes. Le virion de
I'adénovirus est composé d'une capside non enveloppée contenant une molécule d'ADN
double brin. La capside, qui a un diametre d'environ 75 nm et une structure icosaédrale,
est composée de 240 sous-unités appelées hexons qui forment 20 facettes triangulaires, et
de 12 sous-unités appelées pentons et situées au sommet des facettes triangulaires.
Chaque penton possede une fibre reliée a sa base (figure 4). Le génome viral s'étend sur
36 kilobases et contient de nombreux genes divisés en génes précoces (E1 a E4, pour early
genes ou genes précoces) ou tardifs (L1 a L5, pour late genes ou genes tardifs) selon que
leur expression intervient avant ou apres la réplication de I'ADN viral.

La premiere étape de l'infection par 'adénovirus est la fixation de la fibre sur son
récepteur membranaire. Puis, le virus est internalisé par endocytose via un puit tapissé de
clathrine qui va former une vésicule destinée a rejoindre la voie des endosomes. Dans
cette voie, les vésicules vont dans un premier temps perdre leur manteau de clathrine, puis
acidifier leur contenu a l'aide de pompes a protons. Cette acidification va provoquer la
destruction de la capside virale et la libération dans le cytoplasme du core du virion qui se
fixe alors au complexe des pores nucléaires. Enfin, ' ADN viral est transféré dans le noyau,
ou il persiste sous une forme épisomale, et la transcription des genes viraux débute. Cela
aboutit, 30 a 40 heures apres le début de l'infection, a une lyse de la cellule permettant la
libération de 1 000 a 10.000 virions.

L'infection par 'adénovirus sauvage aboutissant a la lyse de la cellule infectée, il est
nécessaire, pour pouvoir utiliser I'adénovirus comme vecteur pour le transfert de géne, de
déléter des genes viraux essentiels pour la propagation du virus comme les génes E1A et

E1B. Ceux-ci sont impliqués dans la régulation des promoteurs précoces de l'adénovirus
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ainsi que dans la régulation de l'entrée en phase S et de I'apoptose de la cellules infectée
(Rao et al., 1992). La délétion des genes E1A et E1B permet d'obtenir un virus infectieux
mais non réplicatif (Stratford-Perricaudet et al., 1990). La propagation d'un tel virus
recombinant s'effectue par infection de cellules de la lignée 293 qui apportent en trans les
protéines produits des genes E1A et E1B et autorisent la production a des titres élevés,
atteignant 10" 2 10" pfu.ml” (plaque forming unit : particule infectieuse).

En plus de la région El, les adénovirus recombinants dits de premiere génération,
sont délétés dans la région E3 qui n'est pas nécessaire a la propagation du virus dans les
cellules de la lignée 293. L'ensemble de ces délétions permet de libérer un espace de 7,5
kilobases pour l'insertion du transgene.

La production d'un adénovirus recombinant se fait par recombinaison homologue
apres cotransfection de cellules 293 avec d'une part un plasmide contenant une extrémité
du génome adénoviral (ITR : inverted terminal repeat), la séquence d'encapsidation, le
transgene et le gene de la protéine PIX qui permet la recombinaison homologue, et
d'autre part le génome adénoviral dont l'extrémité gauche a été éliminée par restriction
(figure 5). La recombinaison homologue conduit a la formation d'un génome viral capable
d'étre encapsidé ce qui entraine la production de particules virales recombinantes puis
I'apparition d'une plage de lyse. On peut ensuite obtenir un stock viral par purification et

amplification du virus contenu dans la plage de lyse.

L'utilisation d'adénovirus recombinants a permis de transduire des cellules
quiescentes in vivo et d'obtenir une forte expression du transgene par ces cellules. Il a été
démontré que 'adénovirus recombinant est capable de transfecter in vivo les cellules de
'épithélium pulmonaire (Engelhardt et al., 1993 ; Rosenfeld et al., 1991), les cellules
hépatiques (Jaffe et al., 1992), les cellules du muscle squelettique (Ragot et al, 1994 ;
Stratford-Perricaudet et al., 1992) et du muscle cardiaque (Stratford-Perricaudet et al., 1992).

L'injection d'adénovirus recombinant directement dans le SNC permet de
transduire une grande variété de type cellulaire. L'injection dans l'hippocampe d'un

adénovirus recombinant pour le géne Lac Z (Ad-8Gal) permet de transduire des cellules
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microgliales, mais également des neurones (Le Gal La Salle et al., 1993). La colocalisation
entre l'expression de $3-galactosidase et de tyrosine hydroxylase permet de montrer que
l'injection de ce méme adénovirus dans la substance noire permet de transduire
efficacement les neurones dopaminergiques (Le Gal La Salle et al., 1993). Par la méme
méthodologie de colocalisation, utilisant la 8-galactosidase et la GFAP (glial fibrillary acidic
protein), il a été montré que l'injection intrastriatale d'Ad-B8Gal permet également de
transduire les astrocytes (Akli et al., 1993). Enfin, l'injection intracérébroventriculaire
entraine une transduction tres efficace des cellules épendymaires (AKkli et al., 1993 ; Bajocchi
et al., 1993).

L'utilisation de 1'Ad-8Gal a permis de mettre en évidence une autre caractéristique
particulierement intéressante du vecteur adénoviral. Lors de l'injection intrastriatale, on
observe, dans la substance noire, des neurones dopaminergiques transfectées (Akli ef al.,
1993). De méme, l'injection intramusculaire entraine 1'expression de $-galactosidase dans
les motoneurones de la moelle épiniere (Finiels et al., 1995). L'adénovirus recombinant est
donc capable de transfecter les neurones par transport rétrograde. Dans le cas de la moelle
épiniere, cette propriété offre de nouvelles possibilités de traitements pour les maladies
impliquant une dégénérescence motoneuronale, comme la sclérose latérale
amyotrophique. En effet, pour ces pathologies, le vecteur adénoviral permet d'envisager
un transfert de géne dans les motoneurones a la suite d'injections intramusculaires qui

sont peu traumatisantes.

La capacité de 1'adénovirus recombinant a transduire les cellules nerveuses étant
établie, ce vecteur a été utilisé pour réaliser le transfert de genes thérapeutiques dans des
modeles de maladies neurodégénératives.

Dans le cas de la maladie de Parkinson, il a été démontré que l'adénovirus
recombinant permet d'envisager des stratégies de thérapie génique par approches
restauratrice ou neuroprotectrice permettant de pallier le manque d'efficacité des
traitements actuellement disponibles. Ainsi, l'injection d'un vecteur adénoviral codant

I'ADNCc de la tyrosine hydroxylase, l'enzyme limitante de la voie de biosynthese de la
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dopamine, dans le striatum de rats hémiparkinsoniens entraine 'expression de la tyrosine
hydroxylase au sein du striatum dénervé (Corti et al., 1999a ; Horellou et al., 1994). Pour
développer un transfert de géne neuroprotecteur dans le cadre de la maladie de
Parkinson, un vecteur adénoviral recombinant codant le glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF) a été construit. Le GDNF est un facteur neurotrophique qui
favorise la survie des neurones dopaminergiques de la substance noire - ceux qui
dégénerent lors de la maladie de Parkinson. Il a été montré que le transfert du gene du
GDNF par un vecteur adénoviral (Ad-GDNF) permet de protéger ces cellules de la mort
induite par une toxine, la 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Ceci s'est vérifié a la fois lorsque
le vecteur est injecté a proximité du soma des neurones dopaminergiques, c'est-a-dire
dans la substance noire (Choi-Lundberg et al., 1997), ou a proximité de la cible des
neurones dopaminergiques, c'est-a-dire dans le striatum (Bilang-Bleuel et al., 1997). Dans ce
dernier cas de figure, la protection des neurones dopaminergiques observée sur le plan
histologique est corrélée avec une amélioration fonctionnelle se traduisant par un
comportement rotatoire induit par 'amphétamine moindre dans le groupe de rats traités
par I'Ad-GDNF comparé au groupe contrdle (Bilang-Bleuel et al., 1997).

Le vecteur adénoviral a été utilisé dans d'autres modeles de pathologies
neurodégénératives. Ainsi le transfert du géene NT-3, codant la neurotrophine 3, par
injection intramusculaire d'adénovirus recombinant chez la souris mutante pmn
(progressive motor neuronopathy) permet l'allongement de la durée de vie tout en
réduisant la perte des axones moteurs et en améliorant les fonctions neuromusculaires
(Haase et al., 1997). Le transfert de genes de facteurs neurotrophiques (BDNF, GDNF, et
CNTF) par adénovirus recombinant permet également de protéger les motoneurones du
nerf facial de la dégénérescence induite par une axotomie néonatale (Gimenez y Ribotta et

al., 1997 ; Gravel et al., 1997).

Toutes ces études ont cependant mis en évidence les limites du vecteur adénoviral.
Au niveau périphérique, 'adénovirus recombinant permet une forte expression du

transgene, mais qui chute rapidement a cause de la réponse immunitaire dirigée contre les
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cellules transduites (Yang et al., 1996a ; Yang et al., 1994). Le systeme nerveux central est
considéré comme un organe relativement protégé de la réponse immunitaire, de ce fait, la
chute de l'expression du transgene suite a l'injection de 1'adénovirus recombinant y est
plus lente qu'au niveau périphérique. Par exemple, Davidson et al. rapportent que, apres
une injection intrastriatale d'Ad-3Gal, le nombre de cellules exprimant la {3-galactosidase 8
semaines apres l'injection représente 10 a 20 % de celui observé une semaine apres
l'injection (Davidson et al., 1993). Cette chute de l'expression semble due non seulement a
la réaction immunitaire, mais également a l'inflammation induite lors de l'injection des
particules virales dans le parenchyme cérébral (Byrnes et al., 1995). Une étude récente
menée au laboratoire montre que, 10 jours apres une injection intrastriatale d'adénovirus
recombinant chez le rat, une dose de 1,75.10° pfu provoque une forte inflammation et une
faible expression du transgene, alors qu'une dose deux fois moindre permet une tres
bonne expression avec une inflammation restreinte (Corti ef al., 1999a).

Des modifications du vecteur adénoviral et la mise en ceuvre de traitements
immunosuppresseurs transitoires devrait permettre de dépasser les limites actuelles du
vecteur adénoviral qui, pour le moment, restreignent son usage en essais cliniques. Le
vecteur adénoviral dit de troisieme génération, portant des délétions supplémentaires de
la région E4, permet une persistance a long terme du génome viral dans les hépatocytes
de souris immunocompétentes (Dedieu et al., 1997 ; Gao et al., 1996). Cette persistance
semble due a une chute significative de I'expression des geénes viraux comparé a ce qui est
observé avec l'adénovirus de premiere génération. Le développement de vecteurs
adénoviraux de quatrieme génération, également appelés "gutless", permettra d'obtenir
un vecteur totalement dépourvu de genes viraux (Hardy ef al., 1997 ; Schiedner et al.,
1998). Avec ce type de vecteur, seule la réponse inflammatoire qui survient au moment de
l'injection peut provoquer la chute de l'expression. On peut cependant inhiber de fagon
transitoire cette réponse inflammatoire a l'aide d'agents pharmacologiques (Jooss et al.,

1996 ; Yang et al., 1996b).

L'adénovirus recombinant reste donc I'un des meilleurs candidats pour le transfert
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Figure 6 : construction par triple transfection d'un lentivirus recombinant pseudotypé par VSVG.

HIV provirus : génome du VIH sauvage. Packaging construct : construction
permettant I'apport en trans de toutes les protéines requises, sauf env qui est muté ; la
séquence d'encapsidation est délétée. Env-coding plasmids : construction permettant
l'apport en trans d'une protéine d'enveloppe amphotrope (MLV ou VSVG). Transfer
vector : génome lentiviral recombinant possédant 2 LTR (long terminal repeat), une
séquence d'encapsidation et un transgene sous le contréle transcriptionnel du promoteur

CMV (d'apres Naldini et al., 1996).
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de gene dans le systéeme nerveux central. Il permet de transduire les neurones et les
cellules gliales. Il peut étre produit a des titres élevés, ce qui est nécessaire pour l'injection
intracérébrale. Il entraine une expression a relativement long terme du transgene.

Plus récemment, un nouveau vecteur dérivé de lentivirus a été développé. Ce
vecteur présente également des qualités qui en font un bon candidat pour le transfert de

gene dans le systeme nerveux central.

2. Le lentivirus recombinant

Comme nous l'avons décrit précédemment, les vecteurs qui ont été les plus utilisés
en essais cliniques sont dérivés de rétrovirus oncogenes comme le virus de la leucémie
murine de Moloney (MMLYV). Ces vecteurs ont la capacité de s'intégrer de facon stable
dans le génome de la cellule cible, et ils n'apportent aucun géne viral. Cependant, ces
vecteurs présentent un inconvénient majeur : ils ne sont capables de transduire que les
cellules en division. Une solution a pu étre apportée a ce probleme par le développement
de vecteurs dérivés de lentivirus qui sont des rétrovirus complexes capables d'infecter des

cellules quiescentes.

L'infection par un rétrovirus classique, comme le MMLYV, se traduit par la libération
dans la cellule du complexe de préintégration qui contient ' ARN viral et des protéines. Ces
protéines catalysent la rétrotranscription du génome viral en ADN. Ensuite, pour que le
génome viral s'intégre au génome de la cellule infectée, il doit se rendre dans le noyau.
Cela n'est possible que lors de la mitose, lorsque 1'enveloppe nucléaire est fragmentée.

Dans le cas des lentivirus, le complexe de préintégration contient des signaux de
localisation nucléaire qui permettent son entrée dans le noyau a travers les pores de
l'enveloppe nucléaire (Bukrinsky et al, 1993). Cette propriété lui confere la capacité
d'infecter des cellules quiescentes.

N

Les premiers vecteurs lentiviraux ont été construits a partir du virus de
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I'immunodéficience humaine (VIH). Malgré leur capacité a infecter des cellules quiescentes,
ces vecteurs présentaient deux inconvénients majeurs. D'une part, le tropisme naturel du
virus faisait que ces vecteurs n'étaient capables que d'infecter les lymphocytes CD4+, et
cela avec une efficacité relativement faible. D'autre part, lors de la construction du
lentivirus recombinant, le risque de générer des virus sauvages par recombinaison n'était
pas négligeable (Poznansky et al., 1991 ; Shimada et al., 1991).

La solution de ces problemes est venue de la production par triple transfection de
cellules 293T en utilisant une enveloppe différente de I'enveloppe naturelle du virus (figure
6). Cette méthode repose sur 1'utilisation de trois plasmides : un plasmide codant les génes
gag et pol, un plasmide codant un gene env permettant un tropisme large et une forte
infectiosité, et enfin un plasmide codant le génome recombinant et délété pour tous les
genes viraux (Naldini et al., 1996). Ces vecteurs lentiviraux sont dits pseudotypé car
construit a l'aide d'une protéine d'enveloppe différente de celle du lentivirus de départ.
Cela permet d'étre a l'abri d'une recombinaison conduisant a un virus réplicatif et
d'obtenir un lentivirus recombinant capable d'infecter un large spectre de cellules

quiescentes.

Les vecteurs lentiviraux dérivés du VIH et pseudotypés par la glycoprotéine G du
virus de la stomatite vésiculaire (VSVG) sont capables de transduire efficacement, entre
autres :

- Les neurones, et dans une moindre mesure les cellules gliales, apres une
injection du vecteur dans le parenchyme cérébral (Blomer et al., 1997 ; Naldini ef al., 1996).

- Les cellules hépatiques et les cellules musculaires, apreés injection directe du
vecteur respectivement dans le foie et le muscle (Kafri et al., 1997).

- Les cellules de la rétine, apres injection du vecteur dans l'espace sous-
rétinien (Miyoshi ef al., 1997).

- Les cellules souches hématopoiétiques isolées a partir de sang humain
(Case et al., 1999 ; Uchida et al., 1998).

De plus, ces études, réalisées avec des genes rapporteurs comme la £3-galactosidase
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ou la GFP (green fluorescent protein), rapportent que 'expression du transgene est stable
dans le temps. Elle persiste sans chute notoire jusqu'a 24 semaines dans les neurones
(Blomer et al., 1997), 22 semaines dans les cellules hépatiques (Kafri et al., 1997), 8 semaines
dans les cellules musculaires striées (Kafri et al., 1997), tous ces temps étant les plus longs

étudiés par les auteurs.

Bien qu'étant apparu récemment, les vecteurs lentiviraux pseudotypés par VSVG
semblent trés intéressants, au moins pour transférer des genes rapporteurs comme la GFP
ou la f3-galactosidase. Actuellement, peu d'études décrivent le transfert d'un gene
thérapeutique par le biais d'un vecteur lentiviral. Goldman et al. rapportent le transfert du
gene CFTR, dont la mutation entraine la mucoviscidose, dans des cultures primaires
d'épithélium bronchique humain (Goldman et al., 1997). Cependant, 1'effet thérapeutique
qui est observé lorsque le transfert du gene CFTR est effectué alors que l'épithélium
bronchique est en cours de différenciation, disparait lorsque le transfert de gene a lieu
alors que 1'épithélium bronchique est totalement différencié (Goldman et al., 1997). En ce
qui concerne les maladies neurodégénératives, le vecteur lentiviral a été utilisé pour
transférer le géne de la TH et le gene du GDNF dans des modéles de la maladie de
Parkinson développés chez le rat. Confirmant les travaux effectués avec l'adénovirus
recombinant, il a été observé une protection des neurones dopaminergiques de la
substance noire par le GDNF (Déglon et al., 1998), et une amélioration des symptomes
moteurs dans le modele de rats hémiparkinsoniens apres transfert du gene TH (Blomer et
al., 1998a). Enfin, le transfert par vecteur lentiviral des genes Bcl-xL et NGF permet de
protéger partiellement les neurones cholinergiques du septum de la dégénérescence

induite par une axotomie (Blomer et al., 1998b).

Les études qui ont décrit le transfert d'un gene rapporteur in vivo grace a un vecteur
lentiviral rapportent peu ou pas de réactions inflammatoires et immunitaires suite a
l'injection du virus recombinant. C'est apparemment le cas dans le SNC (Blomer et al.,

1997), dans le foie et dans le muscle squelettique (Kafri et al., 1997). Cependant, méme si les
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réactions inflammatoires et immunitaires apres injection de lentivirus recombinant chez le
rat semblent faibles, 'utilisation chez 'homme est pour l'instant compromise par le risque
d'apparition de rétrovirus compétents pour la réplication. En effet, bien que ce risque soit
tres limité, un tel virus pourrait apparaitre par recombinaison entre les différents
plasmides utilisés lors de la production du vecteur (Naldini, 1998). Le risque de
recombinaison empéche également l'utilisation du vecteur lentiviral chez des personnes
infectées par le VIH (Naldini, 1998).

Un autre risque lié a l'utilisation du vecteur lentiviral est la mutagenese
insertionnelle. Le provirus recombinant s'integre en effet au hasard dans le génome de la
cellule transduite. Cela peut provoquer des mutations par insertion dans une phase
ouverte de lecture ou dans une séquence de régulation de la transcription. On peut
cependant considérer ce risque comme mineur car susceptible d'intervenir dans une tres
petite partie des cellules transduites. Un risque plus important, 1ié a 1'insertion stochastique
du provirus, provient de l'activation de proto-oncogenes cellulaires. Les LTR du provirus
qui possedent une activité transcriptionnelle pourraient notamment étre a I'origine d'une
telle activation qui aboutirait a un processus de tumorigénese (Klimatcheva et al., 1999).
Ainsi, une application clinique du vecteur lentiviral ne pourra voir le jour avant que son

innocuité n'ait été démontrée.

Quel(s) transgene(s) pour la maladie de Huntington ?

Les genes dont le transfert pourrait apporter un bénéfice thérapeutique dans la
maladie de Huntington peuvent étre classés en deux catégories selon 1'objectif poursuivi,

stratégie de type restauratrice ou neuroprotectrice.
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1. Transfert de géne a visée restauratrice

Au cours de la maladie de Huntington, la mort des neurones GABAergiques de
projection du striatum provoque une chute du taux de GABA dans certaines régions du
cerveau. Dans ce contexte, une thérapie génique restauratrice aura pour but de rétablir les
taux de neurotransmetteurs.

Un remplacement par administration systémique de GABA n'est pas envisageable.
En premier lieu, I'abondance des systemes GABAergiques dans le cerveau entrainerait des
effets secondaires indésirables. Ensuite, l'effet du GABA serait annulé a cause du
fonctionnement en série des neurones GABAergiques de projection du striatum avec ceux
du pallidum et de la pars reticulata de la substance noire (Isacson ef al., 1991). Un
remplacement pharmacologique n'est donc envisageable que s'il reste local.

La greffe de cellules génétiquement modifiées pour produire et libérer du GABA
pourrait permettre son apport local. Une telle modification génétique peut étre obtenue
par transfert du gene de la glutamate décarboxylase (GAD), I'enzyme qui catalyse la
réaction de décarboxylation du glutamate en GABA (Bu ef al., 1992 ; Erlander ef al., 1991).
Ruppert et al. ont montré que, in vitro, l'infection de cellules de rat par un rétrovirus
recombinant pour 'ADNc de la GAD aboutit a la libération de GABA par ces cellules
(Ruppert et al., 1993).

2. Transfert de geéne a visée neuroprotectrice

De nombreux agents sont des candidats potentiels pour la mise au point d'une
thérapie génique neuroprotectrice pour la maladie de Huntington. Parmi ceux-ci, on
trouve des facteurs neurotrophiques, des enzymes permettant la détoxification des

radicaux libres et des protéines anti-apoptiques.
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Protéines anti-apoptotiques :

Comme nous l'avons vu précédemment, un mécanisme de mort apoptotique a pu
étre mis en évidence dans les modeles expérimentaux de la maladie de Huntington et chez
les patients (Dragunow et al., 1995 ; Portera-Cailliau et al., 1995). On peut donc penser que
les protéines anti-apoptotiques seraient capables d'arréter le processus neurodégénératif.
Parmi celles-ci, Bcl-2 et Bcl-X[, sont les mieux connues (Garcia et al., 1992 ; Kane et al., 1993 ;
Parsadanian et al., 1998). D'autre part, il a été montré que les protéines pro-apoptotiques
de la famille des caspases peuvent cliver la huntingtine mutée, générant ainsi des
fragments protéiques toxiques (Goldberg et al., 1996 ; Wellington et al.,, 1998). Bloquer
l'activité de certaines caspases est donc une des stratégies qui pourraient conduire a la mise
au point d'un traitement. Ainsi, il a été démontré que l'inhibition de la caspase-3 empéche
la mort de neurones en culture primaire provoquée par la transfection par une séquence
codant une polyglutamine (Saudou et al., 1998). In vivo, l'inhibition de la caspase-1 chez la
souris transgénique décrite par 1'équipe de G. Bates (Mangiarini et al., 1996) permet de
ralentir la progression des symptdmes et augmente la durée de vie des souris (Ona et al.,

1999).

Détoxification des radicaux libres.

Le processus excitotoxique, qu'il soit un évenement primaire, ou bien secondaire a
une chute du métabolisme énergétique, aboutit dans la cellule a I'accumulation de radicaux
libres. Cette accumulation est due a I'augmentation du taux intracellulaire de Ca®" et a
l'augmentation de la consommation d'ATP, deux événements qui aboutissent a une
production intracellulaire d'ion superoxyde (O, ) (pour une revue, lire Coyle et
Puttfarcken, 1993). S'ils sont présents en quantité trop importante a l'intérieur de la cellule,
les radicaux libres vont provoquer des dommages cellulaires irréversibles : destruction des

membranes et des protéines, altération du métabolisme mitochondrial, dégradation de

I'ADN (Doble, 1999).
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Il semble donc possible de lutter contre I'excitotoxicité a 1'aide d'agents antioxydants
capables de limiter le taux intracellulaire de radicaux libres. Ainsi, il a été démontré chez le
rat qu'un traitement préalable par le PBN (alpha-phényl-tert-butyl nitrone), une molécule
piégeant les radicaux libres dérivés de l'oxygene (Oliver et al., 1990), permet de protéger
les neurones du striatum vis-a-vis des 1ésions excitotoxiques (Nakao et al., 1996a ; Schulz et
al., 1995a). 1l est également possible de lutter contre les radicaux libres en utilisant les
enzymes responsables de leur détoxification, comme la superoxyde dismutase (SOD), la
glutathion peroxydase (GPX) ou la catalase. Ainsi, des travaux menés au laboratoire ont
montré que le transfert du gene de la superoxyde dismutase a l'aide d'un adénovirus
recombinant permet de protéger les neurones dopaminergiques embryonnaires lors de

leur greffe intracérébrale dans un modele de la maladie de Parkinson (Barkats et al., 1997).

Facteurs neurotrophiques :

Les facteurs neurotrophiques sont des protéines qui interviennent lors du
développement embryonnaire du systéme nerveux. Ils sont sécrétés par les cibles des
neurones en cours de développement et favorisent alors la survie des neurones innervant
la cible. Ils sont également capables de protéger diverses catégories neuronales lors de
stress variés comme 1'hypoxie ou I'excitotoxicité ce qui suggere un potentiel thérapeutique

dans le cadre des maladies neurodégénératives (pour une revue, lire Galpern et al., 1997).

Le ciliary neurotrophic factor (CNTF) a montré ses capacités neuroprotectrices dans
des modeles excitotoxiques. Anderson et al. ont rapporté que, chez le rat, I'administration
intrastriatale de CNTF par pompe osmotique permet de protéger les neurones
GABAergiques de projection de la mort cellulaire provoquée par l'injection d'acide
quinolinique (Anderson ef al., 1996). Afin de résoudre le probleme de 'administration du
CNTF en vue d'une application clinique, un systeme d'encapsulation de cellules modifiées

génétiquement pour produire du CNTF a été développé. Le systeme de capsule semi-
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perméable permet au facteur trophique d'étre libéré dans le tissu hote tout en protégeant
les cellules du systtme immunitaire et en empéchant la prolifération tumorale de ces
dernieres (pour une revue lire Emerich et al., 1992). Chez le rat, 'implantation intrastriatale
de ces capsules productrices de CNTF préalable a une lésion par l'acide quinolinique a
confirmé le caractere neuroprotecteur du facteur trophique dans ce modele excitotoxique.
Cette neuroprotection s'est traduite par une meilleure survie des neurones du striatum
(Emerich et al., 1997a ; Emerich et al., 1996). La neuroprotection permet également une
amélioration du déficit fonctionnel observé lors d'un test comportemental simple comme
le comportement rotatoire induit par I'apomorphine (Emerich et al., 1996). Cependant,
l'amélioration n'est pas observable avec le test de "paw reaching" qui nécessite
l'accomplissement d'un mouvement complexe de la part de 1'animal (Emerich ef al., 1996).
Une étude préclinique a néanmoins été entreprise a l'aide du modele excitotoxique
développé chez le primate. Elle a montré la capacité des cellules encapsulées productrices
de CNTF a protéger non seulement les neurones du striatum, mais également ceux du
cortex, qui sont sujets a une dégénérescence rétrograde suite a l'injection intrastriatale
d'acide quinolinique (Emerich ef al., 1997b). Un essai clinique visant a implanter des cellules
encapsulées productrices de CNTF et impliquant les équipes de M. Peschanski a Créteil et

de P. Aebischer a Lausanne est en cours d'études (Peschanski, 1999).

Le glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) est un autre facteur
neurotrophique, isolé dans un premier temps par sa capacité a promouvoir la survie des
neurones dopaminergiques du mésencéphale en culture primaire (Lin et al, 1993). Le
GDNEF a des effets neurotrophiques sur plusieurs populations neuronales et a été proposé
comme un bon candidat pour le traitement de plusieurs maladies neuro-dégénératives
(pour une revue, lire Arenas, 1996), dont la maladie de Huntington. Un effet
neuroprotecteur de I'administration intrastriatale de GDNF a pu étre mis en évidence dans
les modeles de maladie de Huntington induit par I'acide quinolinique ou par l'acide 3-
nitropropionique (Araujo et Hilt, 1997 ; Araujo et Hilt, 1998). L'effet neuroprotecteur du

GDNF dans le modele excitotoxique a été confirmé par deux autres études utilisant une
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stratégie ex vivo de greffe de cellules génétiquement modifiées pour produire du GDNF
(Pérez-Navarro et al., 1999a ; Pérez-Navarro et al., 1996). Cette derniere étude démontre
cependant que la neuroprotection est limitée aux neurones de la voie striato-nigrale, et ne
concerne pas les neurones de la voie striato-pallidale (Pérez-Navarro et al., 1999a). Une
thérapie génique par transfert in vivo ou ex vivo du géne du GDNF pourrait donc étre

efficace dans le cas de la maladie de Huntington.

Les facteurs neurotrophiques BDNF, NT-3 et NT-4/5 favorisent la survie et la
différenciation des neurones GABAergiques du striatum en culture primaire (Ardelt et al.,
1994 ; Mizuno et al., 1994 ; Ventimiglia et al., 1995 ; Widmer et Hefti, 1994). A ce titre, ils
sont des candidats intéressants pour mettre en ceuvre une stratégie de neuroprotection de
ces neurones. Parmi eux, le BDNF présente un intérét particulier car il a des propriétés
neuroprotectrices dans deux modeles in vitro de la maladie de Huntington. En effet, le
BDNF protege les cellules striatales en culture primaire du stress excitotoxique provoqué
par l'ajout de NMDA dans le milieu de culture (Nakao et al.,, 1995). De plus, le BDNF
supprime la mort par apoptose normalement observée apres la transfection de neurones
du striatum en culture primaire par la séquence codante de la huntingtine mutée (Saudou

et al., 1998).

Dans la partie suivante de ce mémoire, nous exposerons les résultats des
expériences de transfert de gene que nous avons entreprises. Nous nous sommes
intéréssé a la greffe de cellules génétiquement modifiées pour exprimer la GAD. Nous
avons également étudié le transfert de génes neuroprotecteurs. A l'aide d'un adénovirus
recombinant, nous avons transféré le géne de la SOD a des neurones de striatum en
culture primaire et étudié l'effet protecteur de ce transfert de gene. Nous rapportons
également les résultats que nous avons obtenus apres transfert des genes du GDNF et du
BDNF dans le modéle excitotoxique de la maladie de Huntington obtenu par injection

d'acide quinolinique chez le rat.
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RESULTATS

Les résultats issus de ce travail de these sont présentés en quatre chapitres
relativement indépendants. Le premier chapitre concerne la thérapie génique restauratrice
par greffe de cellules productrices de GABA. Le deuxieme porte sur les possibilités de
traitements neuroprotecteurs par transfert du gene de la superoxyde dismutase qui
catalyse la détoxification des radicaux libres. Le troisieme s'intéresse aux propriétés
neuroprotectrices du transfert par adénovirus recombinant des genes du BDNF et du
GDNF dans un modele excitotoxique de la maladie de Huntington. Enfin, le dernier
chapitre traite des projets en cours de réalisation : développement de nouveaux vecteurs
dérivés du lentivirus VIH pour le transfert des genes du BDNF et du GDNF, application a
un modele de la maladie obtenue par intoxication chronique par l'acide 3-
nitropropionique.

Les publications relatives a ces résultats sont incluses a la fin des trois premiers

chapitres.
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GREFFE DE CELLULES PROGENITRICES NERVEUSES IMMORTALISEES DE
FACON CONDITIONNELLE ET GENETIQUEMENT MODIFIEES POUR
SUREXPRIMER LA GLUTAMATE DECARBOXYLASE

OBJECTIFS

L'objectif a l'origine de ce travail est I'étude des mécanismes cellulaires mis en jeu
dans les thérapies expérimentales de type restauratrice pour la maladie de Huntington.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliographique, le terme de thérapie
restauratrice désigne une stratégie ayant pour but le remplacement des neurones qui
dégénerent lors de la maladie. Ce remplacement semble possible par la greffe de cellules
striatales embryonnaires qui permet une reconstruction du circuit cortex-striatum-globus
pallidus dans les modeles de Huntington développés chez le rat (Wictorin et Bjorklund,
1989 ; Wictorin et al., 1989a ; Wictorin et al., 1989b Wictorin et al., 1988 ;). De plus, ce type de
greffe permet une amélioration des symptomes moteurs observés dans les modeles de
Huntington développés chez le rat et chez le primate (Isacson et al., 1986 ; Palfi et al., 1998).
Pour réaliser ces greffes, I'éminence ganglionnaire latérale est disséquée chez 1'embryon,
puis greffée dans le striatum. On observe alors au sein de la greffe deux types de tissus
différents :

- un compartiment de type striatal, riche en acétylcholine estérase (AChE) et
en neurones exprimant DARPP-32, et qui a été dénommé "patch-zones" ou "P-zones".

- Un compartiment pauvre en AChE et en neurones exprimant DARPP-32,
qui a été dénommé "nonpatch” ou "NP-zones" (pour une revue, lire Bjorklund et al.,
1994b).

Il a été montré que les améliorations fonctionnelles apportées par la greffe de
cellules embryonnaires sont dues au composant de types P-zones de la greffe (Nakao et
al., 1996b). On y retrouve des neurones présentant les caractéristiques de neurones

striataux : expression de glutamate décarboxylase, d'enképhaline, de dynorphine et de
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substance P (Bjorklund et al., 1994b).
L'importance relative des différents composants des "P-zones" pour le succes des
greffes n'est pas connue. Pour étudier ce probleme, nous avons développé des greffes de

cellules génétiquement modifiées pour libérer du GABA.

METHODOLOGIE ET RESULTATS

Pour étudier la libération de GABA nous avons utilisé des cellules de la lignée HiB5.
Ces cellules proviennent de culture primaire d'hippocampe de rat, et ont été immortalisées
par l'antigéne T thermosensible de SV40. Cultivées dans un environnement permissif,
c'est-a-dire a 33°C, ces cellules se divisent et se manipulent comme une lignée classique.
Par contre une fois greffées dans le SNC du rat, dont la température est de 39°C, elles
arrétent de se diviser (Renfranz et al., 1991). Elles sont alors capables de se différencier et
expriment alors des marqueurs typiques de cellules gliales (GFAP) mais également de
cellules neuronales (MAP-2) (Lundberg et al., 1997).

Nous avons modifié génétiquement les cellules HiB5 grace a un adénovirus
recombinant pour le gene de la glutamate décarboxylase (GAD67) qui a été construit au
laboratoire (Robert et al., 1997). Cet adénovirus (Ad-GAD) contient 1'ADNc de la GAD67
de rat sous le contrdle transcriptionnel du promoteur RSV. In vitro, par dosage
enzymatique et immunocytochimie, nous avons montré que les cellules HiB5
surexpriment la glutamate décarboxylase apres infection par I'Ad-GAD.

Les cellules HiB5 infectées par I'Ad-GAD (HiB5-GAD) ou infectées par un
adénovirus controle codant la 8-galactosidase (HiB5-8Gal) ont été greffées dans le striatum
de rat préalablement 1ésé par l'acide iboténique. Cette 1ésion entraine la mort de tous les
neurones GABAergiques du striatum, facilitant la mise en évidence des cellules HiB5-GAD
par immunohistochimie anti-GAD. Ainsi, 2 semaines apres greffe, les cellules HiB5
exprimaient le transgene. Cela a été démontré par détection immunohistochimique de la

GAD dans le cas des cellules HiB5-GAD, et par réaction X-Gal et détection
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immunohistochimique de la B-galactosidase dans le cas des cellules HiB5-8Gal. Cette
expression était présente au cceur de la greffe, au niveau du site d'injection des cellules. Par
contre, a de rares exceptions pres, les cellules HiB5 ayant colonisées le striatum
n'exprimaient pas le transgene. Ces cellules, préalablement marquées a la thymidine
tritiée, ont pu étre détectées par autoradiographie. Afin de vérifier si l'absence du
transgene était due a une chute de l'expression ou a une disparition du génome
adénoviral, nous avons entrepris de détecter ce dernier par PCR in situ. Cela a permis de
montrer que le génome adénoviral était présent au niveau du site d'injection, mais pas
dans les cellules HiB5 colonisant le striatum.

La méthodologie et I'ensemble de ces résultats sont détaillés dans la publication n°1

(pages 83 a 99) qui est en cours de préparation.

DISCUSSION

Devenir des cellules HiB5-GAD et HiB5-3Gal.

Les cellules progénitrices nerveuses immortalisées de fagon conditionnelle, comme
la lignée HiB5, sont trés intéressantes pour développer des stratégies de thérapies
géniques ex vivo. Ces cellules peuvent étre aisément manipulées génétiquement in vitro
avant d'étre greffées. Une fois introduites dans le striatum de rongeur, les cellules HiB5
colonisent I'ensemble de la structure anatomique (Lundberg et al., 1996). C'est donc une
situation tout a fait favorable pour apporter localement un neurotransmetteur comme le
GABA. Dans ce but, nous avons transduit les cellules HiB5 a l'aide d'un adénovirus
recombinant pour la GAD, l'enzyme de biosynthese du GABA.

Apres greffe de ces cellules génétiquement modifiées, nous avons montré que
I'expression du transgene et le génome adénoviral ne persistent pas dans les cellules
colonisant le striatum, mais restent limités aux cellules localisées dans le site d'injection.
Cela pourrait étre dii a la division des cellules HiB5, avant intégration dans le parenchyme

cérébral de 1'héte, qui conduirait a la perte du génome adénoviral. Il est également
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possible que les cellules transduites soient rejetées par le systeme immunitaire a cause de
l'expression de genes viraux. Cependant, cette derniere hypothése semble moins probable
car les données d'expression in vitro montrent que quasiment 100 % des cellules sont
transduites. En cas de rejet de ces cellules on devrait donc observer un nombre tres
restreint de cellules apres mise en évidence de la thymidine tritiée.

Les résultats de cette étude indiquent que 1'adénovirus recombinant permet de
mettre en ceuvre une stratégie restauratrice ex vivo en utilisant les cellules HiB5.
Cependant, il est probable que 1'utilisation de vecteurs viraux entrainant l'intégration du
transgene au génome de la cellule hote devrait permettre une meilleure expression, qui ne
serait alors plus limitée au site d'injection des cellules, mais que l'on retrouverait

également dans les cellules ayant colonisé le parenchyme de I'héte.

Libération de GABA, application aux modeéles de la maladie de Huntington.

Comme nous le discutons dans la publication n°1, nous n'apportons pas de preuve
directe permettant de démontrer de facon certaine la libération de GABA par les cellules
HiB5-GAD. Cependant, plusieurs observations laissent penser que la surexpression de la
GAD67 est suffisante pour obtenir une libération de GABA : (i) aprés transduction d'une
lignée d'origine fibroblastique par un rétrovirus codant la GAD67, du GABA est libéré
dans le milieu de culture (Ruppert et al., 1993) ; (ii) c'est également le cas lorsque des
cellules provenant de différentes lignées d'origine nerveuse sont transduites par un virus
associé a l'adénovirus recombinant pour la GAD67 (Mi et al., 1999) ; (iii) enfin, la
transduction de cultures primaires d'astrocytes par I'Ad-GAD entraine la libération de
GABA dans le milieu de culture (Robert et al., 1997).

Ce type de cellules, modifiées génétiquement pour surexprimer la GAD, représente
un outil précieux pour étudier l'effet d'une libération locale de GABA dans certaines
pathologies du systeme nerveux central. Dans le cas de la maladie de Huntington, la mort
des neurones GABAergiques de projection du striatum entraine une chute du taux de
GABA au niveau de cette structure, mais également de ses cibles, le globus pallidus et la

substance noire pars reticulata. Une thérapie de remplacement par apport périphérique
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d'un analogue du GABA ne permet pourtant pas d'améliorer les symptomes (Scigliano et
al., 1984 ; Tell et al., 1981 ; Waddington et Cross, 1984). Cela est sans doute en partie dii au
fonctionnement en série des circuits GABAergiques : 'action de I'analogue sur le premier
neurone du circuit est annulée par son action sur le deuxiéme neurone du circuit.
L'utilisation de greffes de cellules productrices de GABA pourrait permettre de résoudre ce
probleme en apportant localement le neurotransmetteur au niveau du premier neurone
du circuit, sans toucher les autres. Dans cette optique, il faudrait greffer les cellules
productrices de GABA dans les structures cibles des projections striatales, le globus
pallidus et la substance noire pars reticulata. On peut méme imaginer greffer les cellules au
niveau de la structure anatomique de sortie de la boucle des ganglions de la base, le
thalamus. Ainsi, il a été montré que l'implantation intrathalamique d'un polymere
entrainant une libération locale de GABA permet d'améliorer les symptémes moteurs
observés dans un modele de la maladie de Huntington obtenu par injection intrastriatale
d'acide iboténique chez le rat (Rozas ef al., 1996). A cause des capacités limitées du
polymere, cette amélioration s'est avérée étre transitoire. L'utilisation de cellules
productrices de GABA permettra d'étudier sur un plus long terme I'effet d'une libération

locale de ce neurotransmetteur dans les modéles animaux de la maladie de Huntington.

D'autres pathologies du SNC pourraient profiter d'une thérapie expérimentale
permettant une libération localisée de GABA. C'est le cas de 1'épilepsie. Il a déja été
démontré dans des modeles expérimentaux que l'administration locale d'agonistes
GABAergiques permet de réduire 'amplitude des crises épileptiques (Faingold et al., 1994 ;
Le Gal La Salle et al., 1983). La greffe de cellules productrices de GABA pourrait ainsi
apporter une solution thérapeutique pour les formes d'épilepsies focales résistantes au

traitement médicamenteux (Le Gal La Salle et Mallet, 1994).
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Publication n°1 (en préparation) :

Expression of GAD cDNA after gene transfer in neural progenitor cells

grafted into the ibotenic acid-lesioned rat striatum.

Alexis-Pierre Bemelmans, Philippe Horellou, Jean-Jacques Robert, Marie-Claude Geoffroy, Philippe

Colin et Jacques Mallet.
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Expression of GAD cDNA after gene transfer in neural progenitor cells grafted into
the ibotenic acid-lesioned rat striatum.

Alexis-Pierre Bemelmans, Phillipe Horellou, Marie-Claude Geoffroy, Jean-Jacques Robert, Phillipe
Colin and Jacques Mallet.

Laboratoire de Génétique Moléculaire déNlaurotransmission et des Processlesirodégénératifs,
UMR C9923, Centre National de la Recherche Scientifique, Hopital de la Pitie-Salpétriere, Batiment
CERVI, 83 Boulevard de I'Hépital, 75013 Paris, France.

Correspondence should be adressed to Jacques Mallet, LGN — Bat CERVI, 83 Bd de I'Haxpital,
Paris, France. Tel: 33-1-42 17 75 32. E-mail: mallet@infobiogen.fr

Abstract

Huntington's disease is a progressive neurodegenerative disorder thattladfattsitum, where
the GABAergic projectiomeuronsare particularly sensitive. Wieave investigatedhe possibility of
replacing those neurons with conditionnally immortalized neural progenitors cells genetically modified
so that they produce and release GABA. Gene transterachievedising arecombinant adenovirus
encoding aglutamatedecarboxylas€d GAD67) cDNA. In vitro, this vector allow us totransduce
virtually all thecells subjected to infectiowith the recombinant adenovirus. The modified celisre
then grafted into the ibotenic acid-lesionnedstaatum, a model offuntington's disease. We report
that two weekgpost-graftingthe cells stillexpressthe transgene. This expressiovas shown to be
restricted to the core of thgraft, whereas nobvious expression could be seertha cells thahave
integrate thehost tissue. Those results domf the efficacy ofex vivogene transferealized with
recombinant adenovirus, and the importance of this strategy to achieve the replacenigsingtells
for neurodegenerative disorders.

Introduction

GABA is the major inhibitory neurotransmitter of tmeammalianbrain. It is implicated in

several neurological disorders, such as certain form of epilepsy or Huntington's (lii@askn this
particular pathology, the GABAergic medium sizguiny neurons othe neostriatum are the major
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target of a neuronal degeneration (Gravektral, 1985 ; Reineet al, 1988)which leads todramatic
cognitive and motor deficits. At theresenttime, there is no treatment to prevent or slow the
neurodegeneration or to efficiently replace thissing neurons. 16993, the mutatiomesponsible of
this autosomal dominant disorder was identified as an unstable expanded CAG repeateingane
encoding a proteirwhich was callechuntingtin (TheHuntington's diseaseollaborativeresearch
group, 1993). This discovery hkegl to the identification of severptoteins thatan interact with the
mutated form of huntingtin (Baet al, 1996 ; Burkeet al, 1996 ; Liet al, 1995). Thidlater one has
been shown to be truncated by proteases and translocated in the nucleus where it aggregats (Reddy
al., 1999).However,the function of huntingtin remaionknown andhe exact role of the mutated
huntingtin in degeneration of striatal GABAergic projectingurons is notyet elucidated. The
identification ofHuntington's diseasgene hasn'ted to a therapeutisolution for thisdegenerative
disorder (Haquet al, 1997). At best, those findingsay allow toexplorenew protectiveapproaches
for the disease.Therefore, alternativeapproaches based on restoration need to belaiped.
Interestingly, intrastriatagrafts offetal striatal celldhavebeen shown to significantly compensate for
the behavioral deficit observed in rodent gmignate models of H¥lsacsonet al, 1984 ; Isacsomet

al., 1986 ; Palfiet al, 1998). It is not known whethéhis effect is due to th66ABA neurotransmitter
only or to other components tiie graft,such asthe neuropeptides contained in t@&ABAergic
neurons. Taexplore this issue, ware evaluating the effect of cells genetically modifiegotoduce
GABA. To generate such kind of cells, we hasged HiB5cells, aconditionnally immortalized neural
cell line. This cell line, originating from primary hippocampal cultunenortalized with a temperature
sensitive allele of SV40 T antigen, is able to gimwitro at 33°C, butstop dividing once grafted into
the rodent central nervous system (Renfietrad, 1991). To make thEIB5 cells "GABA producing
cells", we have used arecombinant adenovirus encodigiutamatedecarboxylase (GADG67), the
enzyme that catalyses the GABA synthesis.

Here, we report the transduction of HiB5 celith arecombinant adenovirus encodiGp\D67
(Ad-GAD). We show that transduced cells express hegbls of GAD in vitro, but alsoin vivo after
transplantation in the ibotenic acid-lesioned rat striaflinus adenoviral vectoappear as an efficient
tool for ex vivogene therapy.

Material and methods.

In vitro procedures:

Recombinant adenoviruses constructidhe Ad-RGal, a gift from Dr MPerricaudethasbeen
described previously (Stratford-Perricaudst al, 1992). The construction of the Ad-GAD is
described elsewher@obertet al, 1997). Biefly, to generate the Ad-GAD, a r&AD67 cDNA
(Julienet al, 1987) was inserted downstream from the long terminal repeat &oilesarcoma virus
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promoter intopLTRIX, a wtle plasmidfor adenovirus generation bjijomologousecombination in
293 cells. Virus titers were I(fu.ml*for both Ad-RBGal and Ad-GAD stocks.

Transduction of HiBxells In all experiments, theame protocol wassed to transduce HiB5
cells with recombinant adenoviruses. TH&85 cell line was maintained in a humidified, 5&02 /
95% airatmosphere incubator at a permissive tempergd88%C), in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum (FCS). For infection, eedle plated at a density
of 4.10 cells.cn? and infected the following dar one hour at B°C in serum free mediumyith
multiplicities of infection (MOI) ranging from 50 to 500 pfu.cellhen, the medium was changed for
fresh DMEM containing 10%FCS. For trasplantation,some ofthe transduced cellsvere then
cultivated inpresence of 1 mCi.mI[methylH] thymidine (5 Ci.mmol* ; Amersham) duringhree
days. Four dayafter infection, cellsvere harvestetbr GAD activity or transplantation, or fixed for
immunocytochemistry.

ImmunocytochemistryCells were fixed twenty minuteswith 4% paraformaldehyd€PFA) in
phosphate buffered saline (PBS). R-galactosidatéty was detected by Bours incubation é@7°C
in PBS containing: KkFe(CN) (4mM), K4Fe(CN) (4mM), MgCl, (4mM) and 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolyl R-galactosidéX-Gal, 0.4 mg.mt). GAD immunoreactivity was detecteasing arabbit
antiserum (AB-108 Chemicon), revealed with vectastain ABC kit (Vectand VIP (Vector) as a
chromogen for peroxydase.

Glutamate decarboxylase activit@AD activity was measured according Boasset al. (Brass
et al, 1992).Briefly, cell pellets werdysed in a buffer containingmM NaPO, (pH 7.4), 10 mM
EDTA and 0.5% Triton X-100. The reaction mixture wasnposed otell lysateaddingwith 20mM
pyridoxal phosphate, 1mM 2-aminoethylisothiouronium bromb@® uM glutamateand 1 pCiL[3,4
*H] glutamic acid (57 Ci.mmadl; Amersham). This solution was incubated sixty minuteg7 3t and
the reaction was stopped with 0.5 ml of a GugTispensionAfter ten minutes onice, the suspension
was centrifuged (13,000 rpfor three minutes) and the supernatant applied to a column of Dowex
AG-1X8 ion exchange resin which was eluteith 2 ml of water Effluentswere collectecand mixed
to a scintillation cocktaillaqueous countingcintillant ; Amersham) to measure the amount of
[*H]GABA formed. Protein concentration of cell lysates were estimated by the Bradford method.

Lesion and transplantation:

Surgery Before receiving transplants BiiB5 cells, twentySprague-Dawley rataere legoned
according to Wictorin and Bjorklund (Wictoriet al, 1988). Underequithesin anaesthesia, they
received into the right striatum an injection of 18 pg ibotenic acid (IA) eqdadigled into threesites
located at the following coordinates: (1) A=+0.2 ; L=-3.0 ; V=-5.5,A2}0.2 ; L=-3.0 ;V=-4.0, (3)
A=+1.5 ; L=-2.5 ;V=-4.6, with thetooth bar set a2.3 belowfrom the interaural line (A= anterior
from bregma ; L= lateral from midline ; V= ventral from the dural surfadkecoordinates argiven in
millimeters). Tendaysafter the lesion, theatsreceiveds.1G HiB5 cells infected at a multiplicity of
infection (MOI) of 500 pfu.cefl. For tranplantationgells werediluted at a concentration 425.000
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cells.ul* in Hank’s balanced sodium salt containing 2% FCS. The transmaststs of two deposits
of 2 pl each at the following coordinates: (1) A=+0.2 ; L=-3.0 ; V=-4.5, (2) A=+1.5; L=:54.7,
with the toothbar set at -2.3. The rats weireded into threegroups: 6 ratseceived AdRGal infected
cells, 8 rats received Ad-GAD infectedlls,and 6 ratgeceived Al-GAD-infected and®H]thymidine
labelled cells.

Histological analysisTo studyf3-galactosidase ar@dAD expressionhalf of therats ineach
groupwere sacrificed oneveekpost-grafting, and the remainimgts were sacrificed onewveek later.
Under deep anaesthesia, natre perfusedwith sdine followed by250 mlicecold 4%PFA in PBS.

The brains were post fixed for two hours in the séirative and cryoprotected it5% saccharose in

PBS. They were then cut into 16 um thick sections with a cryostat thtbhagintire striatumi-or X-

Gal histochemistry, sectionsere treated asdescribed above for immunocytochemistry. To
characterize the graft, rabbit polyclonal antiserairegy GAD (1:2000 ; Chemicon),E Coli R3-
Galactosidase (1:5000 ; Cappel) and Glial Fibrillary Acidic Protein (1:1000 ; Dakopatts), and a mouse
monoclonal antibody against rat macrophages and micrdgB80 ; Cedatlane)were used. The
primary antibodies were detected using biotinylated secondary antibodies and avidin-biotin peroxydase
complex from vector ABC kit for polyclonal antisera and vector ABC elite kit for monoclonal antibody
according to the manufacturer’s instructioRally, 0.04% 3.3’-diaminobenzidine (DAByasused

as a chromogen in the presencédf12% HO,. For [*H]thymidine autoradiography, sectiongre

first processed foommunocytochemistry and dehydratr&dhen, theslidesweredipped in Ilford K5
emulsion and developed in Kodak D-19 after 5 weeks of exposure.

In situ polymerase chain reaction. This experim@as performed according to Bagastaal,
1995 (Bagasrat al, 1995).Viral DNA was detected in twsteps: (i)amplification of aviral DNA
fragment byin situ PCR, (ii) detection of the amplified fragment loy situ hybridization. Briefly,
sectionswere treated with §ig.mI* proteinase K irPBS atroom temperaturdor 20 minutes. After
dehydratation, a thin layer of PCR Mix was applied onstetions.The PCR Mix included 1X PCR
buffer (10 mM Tris pH 8.3, 50 mM KCI, 4 mM Mgg), 200 uM dNTP, 1.25 uM 5' primer, 1.25 uM
3" primer and 0.1 wunitu® Tag polymerase (ATGC, France). The 5 primer (5'-
TGGACTGTATTTTTAGGTTGGC-3) and the 3' primer (5-GAAATGCAAATCTGTGAGGGTA-
3") allow the amplification of a 373 base pair fragment in the adenovirus PIXugemghe following
PCR protocol: 90 sec denaturation at 92°C and thirty cycles (fa4°80 sec,56°C for 60 sec, 72°C
for 60 sec) performed on @ocodilelll thermal cycler (appligene). THRCR productwas then
detected byn situ hybridization adapted from Wilkinson (Wilkinson, 1994) and using a digoxygenin
labelled oligonucleotide (5'-CGGAGGGTGCCAGACTGCGGTATAA-3)).
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Results.

In vitro expression of GAD and 3-galactosidase.

HiB5 cells are conditionnally immortalized neupabgenitors (CINP) thadre easily growrn
vitro at a permissive temperature (33°@hd can be grafted in the rodergntral nervoussystem
without tumor formation (Renfraret al, 1991). To develop aex vivogene therapy strategy, \wave
first characterized transgemxpressionin vitro after adenoviral-mediated gemensfer intoHiB5
cells. We haveneasured th&AD activity of HiB5 cell-extracts, infectedvith a MOI of 50,200 or
500 pfu.cell. Four daysafter infection, the cellsvere harveste@nd lysed before incubation in a
reaction mixture containinfH] labelled glutamate (Brass al, 1992).After aone hourincubation,
the quantification of th¢’H] labelled GABA poducedgive areproducible and specific estimation of
the GAD activity (Martin, 1986). As shown in figure 1, thectivity is detected inAd-GAD infected
cells, and increase linearly with the MOH®.992). Thus, Ad-GAD is able tirive theexpression of
a functionnal recombinant protein. To furtleliaracterizéransgenes expressiam vitro, HiB5 cells
were infected at a MOI of500 pfu.celf and then processed faither X-Gal staining or GAD
immunocytochemistry (figure2). As shown in fig. 2A a@®, after 4 days, infectionwith a
recombinant adenovirus provides a strong expression of the transgene. If cells are then gjrd@n at
which is anon permissive temperature, an important part of the cells continghdw a strong
expression 19 dayafter exposure tdhe virus (figure 2C an@D). At the samdime point, in 33°C
grown culturessome cells stilexpress GAD(2E), but aphase contrast micrograpkihows that the
vast majority does naxpresshe transgen€2F): at thistemperature, the cellsndergodivision, and
the recombinant adenovirus is progressively lost probably because of its extra chromosomic nature.

In vivo expression of GAD and 3-galactosidase.
Taking account of thm vitro data, we choose to harvest HiB5 cells for transplantétiondays
after infection at a MOI of 500 pfu.célvith either Ad-GAD or Ad-RGallndeed, athis MOI, avast
majority of the cells express the transgene and no obvious toxiclgtastablgfigure 2). Thein vivo
expression was analysed one and two weeks post grafting: aytafgexpressinghe transgene, can
be seen in eachroupthat weregraftedwith eitherAd-GAD or Ad-RGal infectedHiB5 cells (figure
3). The expression of GAD and 3galactosidase is always restricted to the core of the graft, but, in some
rare cases, in the Ad-R3Gal group, nuclei containing 3galactosidase are detectédstgheenchyma,
some distance away from the graft (figure 3C).

[*H]thymidine autoradiography.
Within the core of the graft, @ery strong [3H]thymidine labelling, colocalized with the GAD

immunoreactivity, is detected one week after the graft (figDLr{a3H]thymidine labelling isalso found
in the host parenchyma,however, in this location, no colocalization isfound with GAD
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immunoreactivity. As shown by darkfield micrography, the numb{ﬁi—ﬂthymidine labelled nuclei is
higher at two weeks after transplantation than atveeek. Howeverthe intensity of the staining is
lower.

GFAP and OX-42 immunoreactivity.

To study the nature dhe cells containingffH]hymidineIabelled nucleiand present ithe host
parenchyma, we have combined immunohistochemistry for GFAP, a marker of astrocytes, or OX-42, a

marker of macrophages and microglia, jfti]thymidine autoradiography.

The GFAP staining reveals a large zone presentsigoagimmunoreactivity with reactivastrocytes

due to the iboteniacid ksion (figure 5a). Irthe core of the graft, nGFAP immunoreactivity is
detected in Ad-3Gal and Ad-GAD groups. In the host parenchyma, some cells show a double staining

with GFAP immunoreactivityand [3H]thymidine labelling, but the vast majority c[ﬂ’H]thymidine
positive cells are GFAP negative.

The lesionnedarea isalso clearly labelled byOX-42 immunoreactivity. Inthis area, the
microglial cells appeawith largercell bodies andhicker processes, and a larmgeportion of these
cells arealso seerwith a cluster of silvergrain clearly surroundingtheir nuclei (figure 5b). By
contrast, the core of the graft is devoided of OX-42 immunoreactivity.

In situ polymerase chain reaction.

In situ PCR analysisvas performed taletect the recombinant adenoviBINA in transduced
HIiB5 cells after grafting. The analysis was conducted only on tissue sections from anithel#\d{
3Gal group and leads to the detection of clearly labelled cells in the core of the graft (figure 6). Control
experiments, conducted without Taq polymerase or withooters inthe PCR Mix didn't show any
non specific labelling in the graffpor in the host tissueComparedwith X-Gal histochemistry or
3galactosidase immunoreactivity, this staining is weak, but clearly restricted to the nuclei of the grafted
cells, without background or positive results in the host tissue.

Discussion

In the presenarticle, we haveshownthat a recombinant adenoviregpressing GADmay be
used as dool for ex vivogene transfer strategy inrat model ofHuntington's disease. In this
neurodegenerative disease, striatal GABAengiarons pr@cting to substantia nignaars compacta
and to globugpallidus undergccell death. Therelative importance of the GABAoss in striatum,
substantia nigra paompactaand globugpallidus may be approacheding transplantation of cells
producing GABA. As a first step in this analysis, we have developed a method to express GAD in cells
for transplantation in ibotenic acid-lesioned striatum. Wéve chosenthe HiB5 cell line for
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transplantation. Thigell line is aconditionnally immortalized neurgdrogenitors thahave been
generated by transfection of embryonic E-16 hippocampal neuraldtblla thermosensitivallele of
SV40 T antigen (Renfranet al, 1991). These cells presergeveral advantagegi) they can be
expanded in large quantitizsvitro at 33°C, the permissive temperature, (ii) they stop dividir394t,
the rat body temperature without forming tumor, (iii) they migrate intchtdstbrain parenchyma and
interact with neurons (Lundbeeg al, 1997 ; Renfranet al, 1991). The cellfiavebeen infectedvith
the recombinant adenovirus at the permissive temperaturenidtinest proportion otells expressing
the transgene were obtained at a MOB00 pfu.celf. At the non permissive temperature (i.87°C
for in vitro culture), theransgene expressiavas maintainedior atleast 19 days, whereas it is lost
when the cells divide (1.e. when they are grown at 33°C, the permissive temperature)gg@bsthat

at non permissive temperature, when the cells daliviole, the adenoviruses remain stably expressed,
and therefore probably stay tine nucleus in an episomal sta®uch a prolonged expression is in
agreement with other studies in which recombinant adenoviwesesised toinfect neural progenitor
cells: (i) human neural progenitor cells were efficiently infeetétl recombinant adenovirus amdve
continued to expregbe transgene at least 8 weeks after intracerebral transplantation (Sablaté
1995) ; (ii) adult rat neuronal progenitor cellsre shown to express adenovirus forlesst 4 weeks
after transplantation (Gage al, 1995) ; (iii) directin vivoinjection of adenovirus in the subventricular
zone of adult mice resulted in long-term stable expression in progenitor cellselvaloii996).

Fate of adenovirus infected HiB5 cells.

Infection of HiB5 cells with either Ad-RGal or Ad-GAD at 500 pfu.celid not lead to a major
cell death. However, the quantitation ofproteins incellular extractsfor GAD activity revealed a
decrease in cellulgroteins (34%decrease &00 pfu.celf). This lossmay correspond to a taity
induced by adenovirajenes.Nevertheless, at loweMOI, adenoviral infectiondoes notseem to
compromize cell survivah vitro (figure 2), butalsoin vivo (figure 3 and 5c). In graftediB5 cells,
GAD and 3-galactosidase expression is clearly detected one and two weeks post grafting (figure 3 and
4). However,this expression isestricted to the graft implantation site whereamerous HiB&xells
have migrate into the hosssue. Datgrovided by Ad-RGal infected cells confirm tleapression of
the transgene by a cell integrated into hlost tissue is aareevent (figure3b). Indeedmigration and
integration of HIB5 cells is accompanied of cellular division whighops few days after graft
implantation(Lundberget al, 1997). Thisdivision may lead irmost of the cases tothe loss of
adenoviral DNA explaining that onfigw cells areboth integrated int¢he host tissue and expressing
the transgene. Interestingly, lilasbeen shown that 8ays post giting all HIB5 cells have stopped
dividing, asassessed bthe negativemmunostainingor proliferative cellnuclear antigen (PCNA, a
marker of dividing cells) (Lundbergt al, 1997). Therefore, it is reasonable to think that transgéhe
remain stably expressed in progenitails for a longertime. At both one and twaveeks, we still
detect a majority of cellexpressinghe transgene in the graft coféhis is confirm byin situ PCR
experiment which provides two evidences: (i) the adendi is still present in the graft core two
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weeks post-grafting ; (i) no viral DNA could be detected intbsttissue, confirming théypothesis
that adenovirus might be loss during the cell migration.

[3H]thymidine labelling, GFAP and OX-42 immunostaining.

HIiB5 cells have already been described as ceallsle to differenciate in an astrogliake
phenotype once grafted in the rodent striafuomdberget al, 1996 ; Lundbergt al, 1997). In the
present study, we were able to detect inhtbstparenchyma a population of cells immunostained for
the glial marker GFAP and with their nuclei covered with silver grains (figure 5a) Thus, it aiaears
infection withrecombinant adenovirugoes nofprevent the differentiation dfliB5 cells in astroglial
like cells.

Use of GABA producing cells.

Despite wehave noexperimentalproof of GABA release by Ad-GAD-infectedells, several
evidences lead us to think that it is the case. First, studies (@atasnotshown) and others (Ruppert
et al, 1993) have shown that transfectingedi line with aGADG67 encoding retrovirus a sufficient to
obtain a GABA release in the culture mediUgecond astrogliatulture are able to releas@ABA
when infected by Ad-GAD (Robeet al, 1997).

Ad-GAD infected cells are gromising tool tostudy longterm effects oflocal GABA
production in HD models. It has been shown that GABA-releasing polymer matrices can reduce motor
impairment in a rat model of HD once implanted in the thalafiRogaset al, 1996).However,this
effect did not last more than 15 days: the amount of GABA releasetfi®molymer decrease rapidly
with time and wasevaluated asegligible by theauthors gftetwo weeks. We havehown herehat
after 15 days, th&AD expression main high and stablen vivo. Therefore, thaise of Ad-GAD
infected neural progenitors will be of great interestttady the long term effects of GABA in rat HD
models, and grafting such kind of cells will help to progress towasek ativoapproach ofestorative
transplantation for Huntington’s disease.
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Figures

407

(pmoles/ug prot/h)

GAD activity

0 50 200 500
MOl (pfu/cell)

Figure 1: GADactivity of HiB5 cells four daysafter infectionwith Ad-GAD. The GAD activity
increase in a linear manner with the multiplicity of infectidn (.992).
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Figure 2:In vitro expression of GAD and [3-galactosidase. A and C: Ad-ibaited cells detected
by X-Gal reaction. B and D: Ad-GAD infected cetlstected byGAD immuno-histochemistry. A-B:
HiB5 cells 4daysafter infection.C-D: HiB5 cells 19daysafter infection,grown at 37°C. scale bar:

300 pm.
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Figure 3: Ad-BGal (A-C) and Ad-GADD-E) infected cellstwo weeks after grafting. AX-Gal
staining of the graft with GFAP immunostaining of the host striatum showing the lesionned area. B: 13-
galactosidase immunostaining of an adjacent section af A, inset: higher magnification of B showing a
stained nuclei (arrowhead) localized in thest tissue. Cgraft of Ad-GAD infectedHiB5 cells
immunostainedor GAD ; D: highermagnification of E showing HIB5 cell integrated in théhost
parenchyma and expressing GAD. Scale bar: 200 pm in A, B and C ; 50 pm in B (insert) ; 25 pm in
D.
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Figure 4:°*H-thymidine autoradiography combingdth GAD immunostaining of Ad-GADinfected
HIB5 cells. A, C and E: one week after grafting. B, D and F: two weeks after grafting ; for tkiméwo
points, bright field (A-B) and dark fiel@C-D) low magnification micrography of the samaeea are
represented. Scale bar: 200 umin A, B, Cand D ; 50 pum in E and F.
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Figure 5:Representativeections showing GFAP (A) or OX-42 (Bjmunostaining combingvith
3H-thymidine autoradiography. A: most of #¢-thymidine stained nuclei are GFAP negative ; insert:
a GFAP positive cell double labelledth *H-thymidine. B: amajority of 3H-thymidine cells are OX-
42 positive ; arrowheadH-thymidinelabelled cellsnegativefor OX-42 immunostainning. Scale bar:

25 um.

Figure 6: Three adjacent sections of a graft of Ad-RGal-infected HiB5 cells. HiB5 cellswiderced
by either X-Gal histochemistrfA), 3-galactosidase immunostainnig (B), or in $*GR (C).Scale

bar: 100 um.
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TRANSFERT DU GENE DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE DANS DES NEURONES
DE STRIATUM EN CULTURE PRIMAIRE : EFFET PROTECTEUR VIS-A-VIS DE LA
TOXICITE DU GLUTAMATE

OBJECTIFS

L'excitotoxicité et la baisse du métabolisme énergétique, qui ont tous deux été
évoqués pour expliquer la neurodégénérescence lors de la maladie de Huntington,
entrainent une augmentation intracellulaire des radicaux libres. L'élimination des radicaux
libres pourrait donc permettre de lutter efficacement contre cette neurodégénérescence.
Pour vérifier cette hypothese, nous avons étudié l'effet du transfert du gene de la
superoxyde dismutase, une enzyme de la voie de détoxification des radicaux libres, dans
des neurones de striatum en culture primaire.

Un adénovirus recombinant codant le gene de la superoxyde dismutase a cuivre-
zinc humaine (Ad-hCuZnSOD) a été construit au laboratoire. Cette enzyme catalyse la
dismutation de l'ion superoxyde (O,”) en H,O, qui est ensuite réduit en H,O et en O, par la
catalase et la glutathion peroxydase. La superoxyde dismutase (SOD) est donc l'enzyme
qui permet d'effectuer la premiere étape de la voie de détoxification des radicaux libres.
L'étude de lignées transgéniques a montré qu'une surexpression de cette enzyme entraine
une meilleure résistance neuronale lors de stress excitotoxique ou métabolique. Chan et al.
rapportent que les cultures primaires de neurones issues de ces lignées sont plus
résistantes a la toxicité du glutamate (Chan ef al., 1990). De plus, Beal et al. ont montré que
les 1ésions striatales induites par l'acide 3-nitropropionique sont moins importantes chez
des souris transgéniques surexprimant la CuZnSOD que chez les souris contrdles (Beal et
al., 1995).

Nous avons étudié l'effet du transfert du gene de la CuZnSOD dans des neurones
de striatum de rat en culture primaire sur la résistance de ces neurones a la toxicité induite

par le glutamate.
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METHODOLOGIE ET RESULTATS

Les cultures primaires de striatum ont été obtenues par dissection de I'éminence
ganglionnaire latérale d'embryons Sprague-Dawley de 15 jours. Apres dissociation
mécanique, les cellules ont été ensemencées a la densité de 140.000 cellules par cm®, puis
cultivées dans un milieu sans sérum supplémenté en hormones. Par détection
immunocytochimique des marqueurs neuronaux "microtubule-associated protein”, £33
tubuline, neurofilament de 160 kDa et du marqueur astrocytaire "Glial Fibrillary Acidic
Protein", nous avons déterminé que plus de 95 % des cellules de la culture ont un
phénotype neuronal.

Trois a quatre jours apres la mise en culture, les cellules ont été transduites par 1'Ad-
hCuZnSOD ou par un adénovirus contrdle codant la $-galactosidase. Trois jours apres
l'infection, les cultures ont été fixées pour mettre en évidence l'expression des différents
transgenes. La B-galactosidase a été détectée par réaction histochimique, et la CuZnSOD
humaine grace a un anticorps polyclonal spécifique de cette enzyme et ne réagissant pas
avec la SOD de rat. Plusieurs multiplicités d'infection (MOI) ont été utilisées pour infecter
les cultures primaires de striatum. Une MOI de 300 pfu par cellule a conduit a la
transduction d'environ 10 % des neurones de striatum en culture primaire.

Afin d'étudier l'effet du transfert du géne de la SOD sur la résistance des neurones,
nous les avons soumis a une concentration extracellulaire de glutamate de 2,5 mM une
semaine apres la mise en culture. Une journée apres ce traitement, la survie des cellules a
été quantifiée. Dans les cultures contrdles, n'ayant pas été infectées par l'adénovirus
recombinant, la survie a été estimée grace a 'utilisation de deux colorants : la fluorescéine
diacétate, qui est métabolisée par les cellules vivantes et devient alors fluorescente
lorsqu'elle est excitée a 488 nm, et l'iodure de propidium, qui pénetre dans les cellules
mortes et interagit avec ' ADN, ce qui produit une fluorescence rouge apres excitation a
514 nm. Cette technique a permis de déterminer une chute de 55 % de la viabilité des
neurones de striatum en culture primaire a la suite de l'exposition au glutamate. Des

cultures préalablement transduites par I'Ad-8Gal ont été soumises au méme traitement. Le
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comptage des cellules exprimant la {3-galactosidase dans les cultures contrdles et dans
celles exposées au glutamate a montré une chute de 55 % de la viabilité de ces cellules,
similaire a celle observée pour les cellules non-infectées. Par contre, les cellules infectées
par I’Ad-hCuZnSOD et exprimant la SOD humaine étaient totalement protégées de la
neurotoxicité induite par le glutamate.

L'ensemble de ces résultats a fait I'objet de la publication n° 2 (pages 105 a 109).

DISCUSSION

La protection des neurones de striatum en culture par 1'Ad-hCuZnSOD met
plusieurs faits en évidence. Premierement, l'infection par 1'Ad-hCuZnSOD entraine
I'expression de SOD humaine dans les neurones en culture primaire. Ensuite, la
surexpression de SOD protege totalement les neurones de la toxicité induite par une forte
dose de glutamate. Enfin, ce résultat implique que la mort cellulaire induite par le
glutamate est due, au moins en partie, a la formation de radicaux libres.

La surexpression de la SOD, qui permet de neutraliser le catabolisme de lion
superoxyde, représente donc un moyen efficace pour lutter contre les processus de mort
cellulaire induits par les radicaux libres. Plusieurs études ont montré que, pour étre
efficace, la superoxyde dismutase doit étre présente a l'intérieur méme de la cellule a
protéger (Greenlund et al., 1995 ; Lafon-Cazal et al., 1993). Le transfert du gene de la
superoxyde dismutase est donc un moyen efficace pour obtenir une surproduction
intracellulaire de cette enzyme, suffisante pour obtenir une protection des neurones de
striatum en culture primaire vis-a-vis de la toxicité induite par une forte dose de
glutamate.

Plusieurs publications ont montré que l'utilisation d'agents pharmacologiques
capables d'inhiber la formation des radicaux libres permet de prévenir la mort des

neurones GABAergiques de projection du striatum dans des modeles excitotoxiques de la

maladie de Huntington développés chez le rat (Nakao et al., 1996a ; Schulz et al., 1995a ;
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Schulz et al., 1995b). Le transfert du géne de la superoxyde dismutase in vivo est donc un
moyen séduisant pour lutter contre 1'excitotoxicité a laquelle les neurones GABAergiques
de projection du striatum sont sujets. Cependant, comme c'est le cas in vitro, la superoxyde
dismutase doit étre intracellulaire pour exercer son action antioxydante. Ainsi, a la suite
d'une administration intrastriatale d'Ad-hCuZnSOD, on ne peut espérer protéger de
l'excitotoxicité et de 'augmentation subséquente des radicaux libres que les cellules qui ont
été transduites par l'adénovirus.

L'injection intracérébrale de vecteur adénoviral permet de transduire un grand
nombre de cellules. De plus, nous avons développé au laboratoire des protocoles
d'injections en sites multiples qui entrafnent une forte expression du transgene dans une
part majoritaire du striatum (Horellou et al.,, 1994). Cependant le nombre de cellules
transduites, méme s'il est important, reste minoritaire comparé a I'ensemble des cellules
composant le striatum. Une étude récente menée au laboratoire montre que, apres
injection intrastriatale d'un adénovirus recombinant pour le gene de la tyrosine
hydroxylase , on retrouve environ 10.000 cellules transduites dans le striatum pour une
dose initiale de 0,87.10° pfu (Corti et al., 1999a). En fait, d'apreés 'expérience acquise au
laboratoire, il apparait difficile d'augmenter cette dose de fagon importante sans risquer
de provoquer une forte inflammation qui compromet 1'expression du transgéene. Ainsi, le
nombre maximal de cellules transduites a la suite de l'injection intrastriatale du vecteur
adénoviral est relativement faible comparé au nombre total de cellules dont est composé
le striatum.

Dans ce contexte, 1'utilisation de 1'Ad-hCuZnSOD dans des modeles in vivo de la
maladie de Huntington ne permettrait de protéger qu'une petite partie des neurones
GABAergiques de projection du striatum. Cela est d'autant plus vrai que l'adénovirus
recombinant transduit les neurones mais également les cellules gliales (Akli et al., 1993 ;

Davidson et al., 1993 ; Le Gal La Salle et al., 1993).

Ainsi, le transfert du gene de la superoxyde dismutase apparait comme une

stratégie prometteuse pour lutter contre les dommages subits par les neurones
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GABAergiques de projection du striatum lors d'un processus excitotoxique ou d'une chute
du métabolisme énergétique. Cependant, pour qu'une application in vivo puisse voir le
jour, des outils nouveaux doivent étre mis au point. On pourrait par exemple envisager
une stratégie neuroprotectrice utilisant une superoxyde dismutase modifiée pour pouvoir
étre produite en grande quantité puis libérée par les cellules transduites, avant d'étre
captée par les cellules environnantes. Un vecteur contenant le gene d'une telle enzyme
présenterait alors 1'avantage de pouvoir étre utilisé dans un but neuroprotecteur par
transfert de géne direct ou in vivo, mais également in vitro pour modifier génétiquement

des cellules destinées a la greffe (stratégie ex vivo).
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Publication n°2 (NeuroReport Vol 7, pages 497-501) :

An adenovirus encoding CuZnSOD protects

cultured striatal neurones against glutamate toxicity.

Martine Barkats, Alexis-Pierre Bemelmans, Marie-Claude Geoffroy, Jean-Jacques Robert, Isabelle

Loquet, Philippe Horellou, Frédéric Revah et Jacques Mallet.

-102 -



Neuropharmacology and Neurotoxicology

SUPEROXIDE dismutase (SOD), a key enzyme in the
detoxification of free radicals, catalyses the

dismutation of superoxide O°~ to oxygen and
hydrogen peroxide (HyOj). It is therefore a

promising candidate for gene transfer therapy of
neurological diseases in which free radicals are
thought to be involved. We have constructed a
recombinant adenoviral vector containing the
human copper-zinc SOD c¢DNA. Using this vector
we were able to drive the production of an active
human copper-zinc SOD protein (hCuZnSOD) in
various cell lines and primary cultures. Infection of
striatal cells with a recombinant adenovirus
expressing the hCuZnSOD protected these cells
from glutamate-induced cell death.

Key Words: Superoxide dismutase ; Recombinant
adenovirus ; Striatal neurones ; Glutamate ;
Excitotoxicity ; Oxidative stress.
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Introduction

Accumulating evidence indicates that excessive
formation of free radicals may be involved in the
pathophysiology of manyneurodegenerative diseases,
including Alzheimer's disease, Parkinson's eaf®,

Huntington's disease and amyotrophic lateral scléfosis
3. Oxidative stress is also implicated actute brain

disorders such as ischemia and traumatic daf‘nng,ﬁh
enzymatic and non-enzymatic systems cadown-

regulate the levels of oxidants in the bRairFree
radicals are quenched by cellulehemical savengers
(such as ascorbic acid in the cytosoloetocopherol in
membranes),and by anenzyme pathway system
consisting of sgperoxide dismutase SPD) and
catalase/peroxidas&OD catajses the dismutation of

superoxide (@) to form HyO2, which is in turn

reduced to wateand moécular oxygen by catalase and
glutathione peroxidase. SOD is therefore the first step
in the enzyme cascade responsible for the detoxification
of oxygen-derived free radicals, and increasing
intracellular levels of SOD may be able to protect
neurones againstamage by free radisa A protective
effect of endogenous SOD against oxidatiaeage has
been eported in various studies whe®OD was

overexpressed in transfected cells or transgenic animals.

In vitro, primary cultures of neurones isolated from
copper-zincSOD (CuzZnSOD) transgenic mice were
found to be more mistant to glutamate toxicity than

control$, and sympathetic neurones microinjected with
CuznSOD were partially protected against the effects of

growth factor deprivatio?1 In vivo, transgenic mice
overexpressing CuzZnSOD disgyed a lower
vulnerability than non-transgenic controls tecdl

cerebral ischaemic injugy MPTP- and
metamphetamine-induced neurotoxicitie€: 10 and

cerebral infarct after cold injurgyl

These observationsiggest thatgene transfer
of SOD, kading to overproduction of the enzyme in
neurones, mayaveapplications for protection against
several forms of neurotoxicnsults. An #icient
method of gene transfer into brainlisehas been
developed usingecombinant adenoviruses, which are
able to infect postmitotic cells, and in rieular

neuroneg:2 The adenoviral vector has also been shown
to be a powerful tool for overproducing proteins of
therapeutic interest in neuron#s vitro andin vivo,
opening the way to the development of newaheutic
strategies for neurological diseases. Weave
constructed an adenoviral vector carrying th@man
CuzZnSOD gene (Ad-hCuzZnSOD), to beised as a
neuroprotecting tool. We report an analysisnbiether
infection of striatal cells with Ad-hCuzZnSODbould
reduce the vulnerdity of these cells to glutamate-
induced injury, asexcitotoxicity is involved in a wide
range of neurological diseasesand is Inked to

oxidative stresd.
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Materials and Methods

Construction of recombinant adenoviruses: The
production of recombinant adenovirus expressingl¥he

galactosidase gene was ddxemli previously1,3 and a
similar strategy was used to obtain a virus expressing
the human CuznSOD gene (Ad-hCuzZnSOD). Briefly, a
622-base paihCuzZznSODcDNA (a gft from Dr Guy
Rouleau, Mc Gill University, Canada) was first inserted
between thePst and Hindlll sites of a Bluescript
plasmid (Stratagenefontaining the pghdenylation
sequence of SV40 in théhd site. Thegene was then
prepared as a bluended Kpnl/Sad fragment and
inserted downstream from thenlg terminal epeat of
the Rous saoma virus (TR RSV) promoter in a
shuttle vector containing thenverted terminal repeat
(ITR) of the adenoviral genome, encapsidation
sequences, and adenoviral sequences allowing
homologous recombination with the correct part of the
viral genome (phCuzZnSOD). After linearization by
Xmrl digestion, phCuznSODand the large Clal
fragment of Ad-5 DNA were used to co-transfect the
transformedhuman kiney cell line 293 using the
calcium phosphate-DNA precipitation method. The
transfected cells were overlaid with agar, and plaques
were screened for the peeee of the recombinant
adenovirus, using enzyme restriction analysis RGdR.
Viral stock was ppared by expansion of the
recombinant adenovirus in the cell [in293, and
purification by ultracentrifugation in &sCl gradient,
followed by dialysis. Virus titers were deterngd by
plaque assays o293 cellsand expressed asapue

forming units (pfu) mil. Ad-hCuzZnSOD was obtained
at a titer of 3.180 pfu mr1,

Assay of hCuzZnSOD emmatic activity: Mouse
NS20Y neuroblastoma cells were infected with Ad-
hCuznSOD at a multiplicity of infection (MOI) of 50

and 100 pfu celll. Controls were not infected. Human
CuznSODand hostmouse CuzZnSOD weraléntified

by gel electrophoresis followed by itnoblue
tetrazolium (NBT) staining. In each case a NP-40
extract was mpared from500 000 NS20Y cells 48
hours after infection, loaded on 1%% non-denaturing
polyacrylamide geland electophoresis was performed
for 3 hours at 100 V. SOD waschlized by eaking
the gel for 20 min in 0.3 mM NBTand 0.26 mM
riboflavine, followed by immersion for 20 min in 90

mM tetramethylethylenediamine (TEMEB$

Cell culture and infection protol: Striatal cultures
were obtained fronE15 Spague-Dawley rat embryos
(Iffa-Credo, Fance). The lateral ganglionic emince
was dissected out andechanically dissociated. Cells
were seeded on 24-well ftiwells at a density of 250
000 cells per well in serum free medium: DMEM

containing penicillin (100 units nﬁ) and streptomycin
(100 pg mt ; Gibco)and sipplemented with 2 mM
glutamine, 100 pg mi transferrin, 25 pg mt
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insulin, 10 pg mil putrescine, 5 ng m} sodium

selenite and 6.3 ng néhprogesterone (all from Sigma).
More than 95% of the cells in culture werenafuronal
phenotype, as assessed by cellular morphology and
immunocytochemical labelling of  microtubule
associated protein33 tubulin, 160 Kdneurofilament
protein andGFAP (data not shown). Infections were
performed after 3 or 4 dayis vitro by changing
culture medium for fresh medium containing the virus
(Ad-Gal or Ad-hCuzZnSOD) at a MOI df00 or 300

pfu celrL.

Glutamate toxicity: After 6 daysin vitro, cultures
were tested for sensitivity to glutamate. A stock
solution of glutamate (Na-salt, Sigma) in DMEM was
added directly to the vile to a final concentration of
2.5 mM. The stock solution wasegpared inDMEM.
Cell viability was determined 24 h later.

Intravital staining of the culture (FDA/PI method):
Cells werewashed withLocke's solution (154 mM
NaCl, 5.6 mM KCL, 1 mMMgCl,, 2.3 mM CaCp,

5.6 mM D-glucose and 8.6 mM HEPES ; pH 7.4) and
incubated for 5 min at 37°C with a fluorescein diacetate

(FDA, 15 pg mtl) and propidium iodide (PI, 15 pg
mi~1) mixture. The medium was then reped with

fresh Locke's solutiorand cultures werenmimediately
examined under a fluorescence mica®e at 488 nm

(FDA) and 514 nm (PI}.5 FDA is deesterified only in
living cells to produce a gen-yellow fluorescence.
Neuronal injury facilitates the entry of Pl into the cells,
and its interaction with DNA produces a red
fluorescence. Viable and injured cells were counted from
3 representative fields for each well gRotographs per
field). The pecentage of viable e wascomputed by
assessing the FDA/(PI+FDA) ratio for the 3 fields.

X-Gal cytochemistryand hCuZnSOD mmunocyto-
chemistry: To visualize transgenexpression, cells
were first fxed for 30 minutes at 4°C iphosphate
buffered saline (PBS) containing 4% parafodealyde.
[;-galactosidase was detected bglbating the cells for
2 hours at 37°C in an X-Gal solution consisting of
potassium ferricyanide4(mM), potassium ferrocyanide
(4mM), MgClk (4mM) and X-Gal (0.4 mg mi,
Euromedex) in PBS. For SOD immunostaining, mouse
NS20Y neuroblastoma cells weracubated for one
hour with PBS containing horse nopesific serum
(NSS)and 0.2% Titon X-100, and then 48 hours at
4°C with a monoclonal anti-hCuzZnSOD é&uady
(Sigma) diluted 1/500 in PBS with goat N&8d 0.2%
Triton X-100, followed by staining using thectastain
Elite ABC system Vector kboratories). For striatal
neurones, cells werengubated forone hour in PBS
with 10% pig NSSand 0.2% Titon X-100, and then
48 hours at 4°C with a polyclonal anti hCuzZnSOD
antibody (Valbiotech) diluted 200 in PBS containing
10% pig NSS and 0.2% Triton X-100, followed by one
hour incubation with biotinylated anti-sheep/goat Ig
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(1/400, Amersham)and one hour incubation with
streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase
complex (1/250, Amersham). Both moueed rat cells
were treated with VIP peroxidase substrate (Biosys,
France) and hydrogen peroxide. The viability of infected
cells was stimated by counting cells expressing the
transgene asevealed by X-Gal staining or anti
hCuzZnSOD immuno-chemistry in gamate-treated
and untreated cultures.

NS20Y-AdSOD 50
NS20Y-AdSOD 100

NS20Y

bt}
a*
(o]

Results

A recombinantadenoviral vector expressing
the hCuzZnSODgeneunder thecontrol of a LTR-RSV
promoter was obtained. Waheckedits ability to direct
production of a functional enzyme. Thenzymatic
activity of human CuznSOD in infected mouse NS20Y
neuroblastoma cells was visualized aften-denaturing
gel electrophoresis, by nitro blue tetrazolium staining.

This assay is based on the generation udemxide FIG 1 E tic activity of hCUZNSOD | NS20Y
ions reduced by riboflavin, whicltonverts colorless -+ Enzymatic activity of ht.usnstbb in mouse
neuroblastoma cells non infected (lane 2) or infected

nitro  blue tetrazolium into blue forazant with 50 and 100 pfu cell'l (lanes 3 and 4 respectively).
Scavenging of & by CuzZnSOD inhibits color The position of human CuzZnSOD activity band is shown
development, giving rise to a colorleband at the for_uninfected human 293 cells (lane 1). (A) mouse
position of theenzyme in the gelThus, hCuzZnSOD §ﬂ§2§8§ » (B) hybrid heterodimer ; (C) human
was detected in infected cells (Fig. 1Endogenous '

mouse SODand hCuzZnSODcan be discriminated by
their differentmobilities in the gel (Fig. 1). Theéand
intermediate betweemouse and human CuzZnSOD
presumably corrg®nds to a heterodimeric form of
SOD composed of a humamd amouse subunit. The
intensity of the hCuzZnSOMand increased with the
multiplicity of infection (Fig. 1) from 50 to 100 pfu

cellrl,

Human CuzZnSOD was also detected by
immunochemistry 48 hours after infection with Ad-
hCuzZnSOD in NS20Y neuroblastoma cells (Fig. 2), in
PC12 cellsand in primary culture dis of striatum
(Fig. 3C,D), cortex, cerebellum and remsephalon
(results not shown), using an antibody able to
discriminate between the endogenous rod&®D and
the exogenous human form of the enzyme. The
immunoreactive cells were uniformely stained, showing
that the recombinant protein was present throughout
the cytoplasm. The fficiency of infection with Ad-
hCuzZnSOD varied among theffdrent cell ypes. A

MOI of 300 pfu cettd for striatal neurones in primary
culture led to approximately 10% of cells expressing
the transgene. We investigated the neuroprotective
capacities of Ad-hCuzZnSOD against glutamate toxicity
in striatal cells. Cells were infected with AGal or

Ad-hCuznSOD at a MOI ofL00 and 300 pfu cefil.

The expression of:-galactosidase or hCuzZnSOD in

striatal cells was detected by X-Gal staining or

hCuzZnSOD immunochemistry msctively (Fig. 3).

No [>-galactosidase activity was detected in  Ad  [G 2 |mmunodetection of hCuznSOD in cell line

hCuzZnSOD infected or control cells, and no hCuzZn- NS20Y. Cells were fixed for immunostaining 48 hours
after infection with Ad-hCuZnSOD. (A) infected cells ;
(B) uninfected cells.
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FIG. 3. Expression of transgenes in striatal neurones in vitro. Striatal cells were infected with Ad-8Gal or Ad-hCuzZnSOD

at a MOI of 300 pfu cell’! after 4 days in vitro and cells were fixed 3 days later to test transgene expression. (A)
uninfected cells (x20), (B) Ad-BGal infected cells (x40), (C-D) Ad-hCuzZnSOD infected cells (respectively x20 and x40)

abolition of glutamate-induced cell death SOD was detected in A8Gal infected orcontrol cells

by Ad-hCuZnSOD (data not shown).

High doses of glutamate (2.5 mM for 24
hours)applied to control primary cultures of striatum
led to death of 55% of cells, as dsmced by alecrease
in fluorescein diacetate staining and a parallel increase
in propidium iodide staining (Fig. 4). Infection of
striatal cells with Ad-hCuznSOD (100 pfu cé)l
conferred protectiomgainst gluamate-induced toxicity.

No mortality following glutamate application was

FIG. 4. Striatal neurones were infected with Ad-BGal or

Ad-hCuzZnSOD at a MOI of 100 pfu cell'l after 4 days in
vitro. Three days after infection, cells were exposed
(B) or not exposed (M) to 2.5 mM glutamate for 24 h
and stained for [-galactosidase or hCuzZnSOD. £Gal and
hCuzZnSOD expressing cells were counted in 15
microscope fields for each well, and results were
expressed as a percentage of the control value (i.e.
the number of BGal and hCuzZnSOD positive cells in
culture not subjected to glutamate toxicity + s.e.m.).
Triplicate sister cultures were subjected to each
condition and the experiment was repeated three
times. *: P<0.002 (Student's t-test). Celle survival in
control cultures (uninfected cells) was determined by
the FDA/PI method.

uninfected

Ad-RSV-BGal
Ad-hCuZnSOD
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observed among AdhCuzZnSOD-infected dks, as
demonstrated bycounting cells immunoreactive for
hCuzZnSOD in glumate-treatednd untreated cultures
(Fig. 4). This protective effect was due to the
CuznSOD tansgenend not to viral infectioper se
55% of thel3Gal positive cells (Ad¥Gal infected cells)
died after glutamate treatment, a mbtyarate identical

to that for uninfected cells in control cultures. Thus
adenoviral-mediatedverexpression of the@CuzZnSOD
gene protectsstriatal neurones in primary culture
against glutamate-induced toxicity.

Discussion

Studies demonstrating the educed
vulnerability of hCuzZnSOD transgenic mice to
numerous toxic insults have indicated the

neuroprotecting potential duZnSOD. However, the
use of such amnzyme to prevent neurondeath is
hampered by its inability to cross cell membranes. For
instance, NMDA-dependent @gperoxide productionin
vitro leads toneurotoxicity,and this cell deatltannot

be blocked by extracellular SO Similarly, in anin
vitro model of hypoxia (in which glutamic acid is
implicated as the proximal cause of neurodegeneration),
superoxide dismutase protects neurones owlyen
taken up intracellularly under  depolarizing

conditions1 Finally, CuznSOD delys apoptosis of
sympathetic neuronedeprived of growth factor, but
only when the enzyme is microinjected intdigeand

not whenadded to the excellular mediunf. These
resultsdemonstrate tha€CuzZnSOD has taaccumulate
intracellularly to be able to protect injured cells. Thus,
an appropriate vector igquired to accomplishffecient
CuzZnSOD delivery to neurones. We show that
adenoviral-mediatedene transfer is an efficient way to
producehCuzZnSOD inneuronal cks. The exogenous
enzyme is dinctional, as shown by activity tests in
non-denaturating polyacrylamide gel. Furthermore, the
intracellular levels of CuzZnSOD are sufficient to
protect neurones from glutamate-induced cell death.
Glutamate neurotoxicitcan be mediated by
the activation of glutamate receptors, or by the
inhibition  of cystine uptake (through the
cystine/glutamate antiporter system): both mechanisms
lead to the formation of free radisaThe stimulation
of both ionotropic and metabotropic receptors is known
to induce arise in the cytosolic concentration of
calcium which mayenhance the production of free
radicals by the activation of (1) a phospholipase
yielding superoxide by the releasend subsquent
metabolism of arachidonic acid and (2) a protease which
in turn accelerates theconversion of xanthine
deshydrogenase to xanthine oxydase, a cellular source of

superoxidel.8 Moreover, the activation of glutamate
receptors may also trigger nitric oxide (NO)

production?-9 yielding the peroxynitrite radical through
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its reaction with superoxide. Glutamate toxicity
involving inhibition of cystine uptake, ehding to
glutathionedepletionand free radicalgeneration, has

also been desbeéd inneuronal cell 1ine20:21 and in

cells in primary culturé?2

Independent of the possiblmechanisms of
glutamate toxicity, the glutamateediated production
of free radicals is prevented siriatal cells infected by
Ad-hCuzZnSOD. This observation has two
implications. First it suggests that in th&riatal
neurone model we used, superoxide radicals are involved

in glutamate neurotoxicity, as they are in ebellal6

and catical cells® Secondly, our data show that Ad-
hCuzZnSOD is a potential thagreutic tool to prevent
neurodegeneration associated with  a@yhoate
neurotoxicity. Interestingly, a cent report published
during the preparation of this paper showed that Ad-
hCuznSOD could protect sympathetic neurones against

NGF deprivation-induced deatin vitro.23 Thus Ad-
hCuznSOD displays aneuroprotective effect against
both glutamate toxicityand growth factor-dependent
neuronal deathAdenovirus-mediatethCuZnSOD gene
transfermay thereforéhave therapeutiapplications for
a wide range of neurodegenerative disorders.

Conclusion

A high dose of glutamate applied to striatal neurones in
primary culture leads to a caleath rate 065% due to
glutamate-induced oxidativestress. A recombinant
adenovirus encodinCuzZnSOD is able to direct the
production of this enzyme istriatal cells,and thereby

to protect them against glutamate toxicity by
detoxifying free radicals.
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TRANSFERT DU GENE DU BDNF ET DU GENE DU GDNF DANS UN MODELE
EXCITOTOXIQUE DE LA MALADIE DE HUNTINGTON DEVELOPPE CHEZ LE RAT

OBJECTIFS

Des vecteurs adénoviraux de premiere génération codant des facteurs
neurotrophiques ont été construits au laboratoire. Nous avons testé les effets
neuroprotecteurs du transfert du gene du GDNF et du géne du BDNF dans un modéle
excitotoxique de la maladie de Huntington obtenu par injection intrastriatale d'acide
quinolinique chez le rat.

Le BDNF ("brain-derived neurotrophic factor") est un facteur trophique de la famille
des neurotrophines. Il favorise la survie et la différenciation des neurones GABAergiques
de striatum en culture primaire, et il protege ces neurones dans des modeles in vitro et in
vivo de la maladie de Huntington (introduction bibliographique, page 74).

Le GDNF ("glial cell line-derived neurotrophic factor") appartient a la famille du
"transforming growth factor 8". Ce facteur trophique prévient la mort de différentes
populations neuronales, comme les neurones dopaminergiques de la substance noire
(Beck et al., 1995 ; Sauer et al., 1995 ; Tomac et al., 1995), les motoneurones (Henderson et
al., 1994 ; Oppenheim et al., 1995), les cellules de Purkinje (Mount et al., 1995). Le GDNF est
exprimé dans le striatum au cours du développement, mais également chez 1'adulte. 1l
pourrait donc avoir un role trophique sur les neurones GABAergiques de projection du
striatum. Il a donc été testé dans des modeles de la maladie de Huntington développés
chez le rat. Ainsi, il a été montré que l'injection intracérébrale de GDNF sous forme de
protéine recombinante permet de protéger les neurones du striatum de la dégénérescence
induite par l'acide quinolinique ou par 1'acide 3-nitropropionique (Araujo et Hilt, 1997 ;
Araujo et Hilt, 1998).

Dans le cadre d'une application clinique du BDNF ou du GDNF un apport par

transfert de géne serait souhaitable, car il permettrait une disponibilité locale de la protéine
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thérapeutique sur une longue durée a la suite d'une injection intracérébrale.

METHODOLOGIE ET RESULTATS

Transfert du gene du BDNF.

Dans un premier temps, nous avons vérifié la fonctionnalité du BDNF transgénique
apres transduction de différents types cellulaires in vitro par 1'adénovirus codant le BDNF
(Ad-BDNF). Nous avons montré que des cellules HeLa transduites par 1'Ad-BDNF
sécretent une grande quantité de BDNF transgénique - jusqu'a 8 ng de BDNF par jour
pour 500.000 cellules infectées a une multiplicité d'infection de 80 pfu par cellule. Le BDNF
favorise la survie et la différenciation des neurones de striatum en culture primaire. Il
entralne notamment une augmentation de 1'expression de la calbindine par ces cellules
(Mizuno et al., 1994 ; Ventimiglia et al., 1995). Pour vérifier 1'activité biologique du BDNF
transgénique, nous avons transduit des neurones de striatum en culture primaire par I'Ad-
BDNEF. Cela a conduit a une doublement du nombre de cellule exprimant la calbindine par
rapport aux cultures contrdles non-infectées ou infectées par un adénovirus codant la 3-
galactosidase (Ad-BGal).

Nous avons ensuite étudié 1'effet neuroprotecteur de 'Ad-BDNF dans le modéle de
rat 1ésé par l'acide quinolinique. Les animaux ont en premier lieu recu une injection
intrastriatale soit d'Ad-BDNF soit d'Ad-8Gal a la dose de 0,5.10° pfu, soit de PBS, utilisé
pour diluer le virus (groupe "véhicule"). Deux semaines aprés ce traitement, les rats ont été
lésés par injection intrastriatale de 120 nmoles d'acide quinolinique. Un mois apres cette
lésion, les animaux ont été sacrifiés pour 1'analyse histologique. L'étendue de la lésion a été
déterminée sur des coupes de cerveaux apreés immunohistochimie anti-DARPP-32.
DARPP-32 ("dopamine and cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa") est une protéine
membranaire qui est associée aux récepteurs de la dopamine et qui permet de marquer
spécifiquement les neurones GABAergiques de projection du striatum (Ouimet et al., 1984).

Nous avons quantifié le volume de la lésion induite par l'acide quinolinique dans les
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différents groupes d'animaux. Cela a mis en évidence que le traitement préalable par 1'Ad-
BDNF entraine une protection du striatum qui se traduit par une diminution du volume
de la lésion de 55 % par rapport au groupe de rats traités par 1'Ad-3Gal, et de 75 % par
rapport au groupe de rats ayant recus une injection de PBS. A l'aide du systéeme d'analyse
d'image Biocom, nous avons quantifié la survie des neurones GABAergiques de projection
du striatum par comptage des cellules exprimant DARPP-32. Par comparaison du striatum
traité et du striatum contralatéral non traités pour chaque animal, nous avons pu déduire
le taux de survie des cellules DARPP-32: 69 +4 % pour le groupe "Ad-BDNF" contre 54 +7
% pour le groupe "Ad-8Gal" (P=0,04) et 55 £10 % pour le groupe "véhicule" (P=0,12).

Enfin, afin de nous assurer que la protection des neurones GABAergiques de
projection du striatum est corrélée a la surexpression du BDNF, nous avons étudié
l'expression du BDNF transgénique in vivo. Par hybridation in situ, nous avons détecté une
grande quantité de cellules exprimant le BDNF six semaines apres l'injection intrastriatale
de I'Ad-BDNF. Nous avons également sacrifié des rats deux semaines apres une injection
intrastriatale d'Ad-BDNF ou d'Ad-3Gal ou de PBS pour quantifier le BDNF exogene in vivo
au temps ot la Iésion par 1'acide quinolinique a été réalisée. Apres dissection, les striata ont
été lysés et leur contenu en BDNF a été quantifié par ELISA. Nous avons ainsi pu montrer
que les striata de rats injectés par I'Ad-BDNF a la dose de 0,5.10° pfu contiennent environ
trois fois plus de BDNF que les striata controles (16,6 +2,7 pg de BDNF par mg de
protéines contre 6 £1,3 ; P<0,01).

Ainsi, 'ensemble de ces résultats démontre que le transfert de gene direct de la
neurotrophine BDNF protege les neurones GABAergiques de projection du striatum dans
le modele excitotoxique de la maladie de Huntington obtenu par injection intrastriatale
d'acide quinolinique chez le rat. Ces résultats ont fait 1'objet de la publication n°3

(reproduite pages 121 a 135).

Transfert du géne du GDNF.
Un adénovirus codant le GDNF (Ad-GDNF) a été construit et caractérisé au

laboratoire (Bilang-Bleuel et al., 1997). Nous avons utilisé cet Ad-GDNF dans les mémes
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conditions que 1'Ad-BDNF pour étudier son effet neuroprotecteur dans le modele de
lésion par l'acide quinolinique.

Des rats ont été traités par une injection intrastriatale d'Ad-GDNF ou d'Ad-8Gal a la
dose 0,5.10° pfu ou une injection de PBS. De la méme maniére que pour 1'étude de l'effet
neuroprotecteur de I'Ad-BDNF, les rats ont été 1ésés deux semaines plus tard a l'aide de
120 nmoles d'acide quinolinique, puis sacrifiés apres un mois. L'étude morphométrique de
la 1ésion induite par 1'acide quinolinique a alors été entreprise. Elle a permis de mettre en
évidence une diminution du volume de lésion due au traitement par 1'Ad-GDNEF.
Cependant, cette diminution (45 % comparée au groupe "Ad-8Gal") s'est révélée étre
moins importante que celle obtenue avec 1'Ad-BDNF (55 % comparé au groupe "Ad-
8Gal"), et statistiquement non significative (tableau n° 3).

Ce résultat étant moins probant que celui obtenu avec I'Ad-BDNF, l'étude de la
survie des neurones GABAergiques de projections du striatum par comptage des cellules

exprimant DARPP-32 n'a pas été entrepris.

Traitement volume de lésion (mm?)
Ad-BGal (n=7) 3,8 +0,8 (P=0,20 versus Ad-GDNF)
PBS (n=8) 6,2 +1,7 (P=0,06 versus Ad-GDNF)
Ad-GDNF (n=8) 2,1+1,7

Tableau n° 3 : mesure du volume de la lésion induite par l'acide quinolinique a la suite

d'une injection intrastriatale d'acide quinolinique : effet neuroprotecteur de I'Ad-GDNF.

Effet comportemental du transfert des genes du BDNF et du GDNF dans le modele de lésion par
I'acide quinolinique.

Afin de déterminer si la neuroprotection apportée par le transfert du gene du
BDNF et, dans une moindre mesure, du gene du GDNF est corrélée a une amélioration
fonctionnelle, nous avons mis en ceuvre une étude comportementale des animaux apres la
lésion par l'acide quinolinique. Pour juger de la protection sur le plan fonctionnel, nous

avons utilisé le comportement rotatoire, induit par I'amphétamine ou 1'apomorphine, et le
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Figure 7 : effet du transfert des genes du BDNF et du GDNF sur la lésion induite par I'acide
quinolinique : test de "paw reaching”.

Apres une restriction alimentaire entrainant une perte de poids d'environ 10 a 15 %,
les animaux sont placés dans l'appareil et peuvent alors attraper jusqu'a 21 boulettes de
nourriture placées sur deux escaliers, un pour le membre antérieur droit, l'autre pour le
gauche. Apres 15 minutes, les rats sont retirés de 'appareil, et les boulettes consommeées
sont comptabilisées. Le test est effectué 10 jours de suite au cours desquels les rats
apprennent la tdche. Le dixieme jour (forced paw), un seul escalier est chargé en
nourriture, obligeant ainsi le rat a utiliser son c6té 1ésé.

7 A : résultat des groupes "Ad-BDNF" et contrdles. 7 B : résultat des groupes "Ad-
GDNF" et controles. Sont représentés uniquement le nombre de boulettes consommées

z 2

correspondant au coté 1ésé.
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test de "paw reaching’".

Une premiére expérience a été entreprise selon le protocole suivant :

- jour 0 : traitement des rats par injection intrastriatale d'adénovirus
recombinant a la dose de 0,5.10° pfu. Cinq groupes de rats ont été constitués :
Ad-BDNF, Ad-GDNF, Ad-8Gal, PBS (groupe "véhicule") et un groupe ne
subissant aucune chirurgie (groupe "lésion seulement").

- Jour 14 : lésion de tous les animaux par injection intrastriatale de 210
nmoles d'acide quinolinique. Comparativement aux expériences précédentes,
une quantité plus importante de toxine a été utilisée afin d'induire des 1ésions
plus étendues, permettant une meilleure reproductibilité des tests
comportementaux.

- Jour 28 a 37 : test de "paw reaching".

- Jour 44, 46 et 48 : analyse du comportement rotatoire induit par une dose
de 1 mg d'apomorphine par kg.

- Jour 52 : analyse du comportement rotatoire induit par une dose de 5 mg
d'amphétamine par kg.

Le test de paw reaching permet de juger la capacité des rats a réaliser une tache
complexe avec les membres antérieurs. Les rats, qui sont en restriction alimentaire,
doivent attraper des boulettes de nourriture placées sur un escalier. Plus ils attrapent de
boulettes, meilleures sont leur capacité motrice (Montoya et al., 1991). Une description
détaillée du test de "paw reaching" est fourni en annexe. Les résultats du test de "paw
reaching” sont représentés sur la figure 7. Quoique statistiquement non significative, le test
de "paw reaching" a montré une légere amélioration du groupe "Ad-BDNF" comparé aux
groupes contrdles "véhicule" (P<0,15 aux jours 7, 8, 9 et 10 du test) et "lésion seulement"
(P<0,15 aux jours 7, 8 et 9 ; P=0,01 au jour 10 ; figure 7a). En ce qui concerne le groupe
GDNF, le test de "paw reaching" ne permet pas de mettre en évidence une amélioration
due au traitement préalable par 1'Ad-GDNF : P=0,9 et 0,21 au jour 10 comparé

respectivement aux groupes controles "véhicule" et "lésion seulement” (figure 7b). De
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Figure 8 : effet du transfert des genes du BDNF et du GDNF sur la lésion induite par I'acide
quinolinique : comportement rotatoire induit par I'apomorphine et I'amphétamine.

Pour déterminer le comportement rotatoire induit par I'apomorphine, les rats ont
requ une dose de 1 mg.kg” par injection sous-cutanée, puis ont été placés dans un
rotametre. Les tours effectués par les animaux ont été comptabilisés sur une période de 60
minutes. Les rats ont été soumis trois fois au test avec des intervalles de 48 heures entre
chaque session. Les résultats des trois sessions ont été additionnés. Le graphe 8 A
représente la moyenne des tours ipsilatéraux nets de chaque groupe (nombre de tours
ipsilatéraux-nombre de tours contralatéraux).

Le comportement rotatoire induit par I'amphétamine a été mesuré sur une période
90 minutes, aprés injection intrapéritonéale d'une dose de 5 mg.kg'.Le graphe 8 B
représente la moyenne des tours ipsilatéraux nets de chaque groupe (nombre de tours

ipsilatéraux-nombre de tours contralatéraux).
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maniére surprenante, ce sont les animaux préalablement traités par 1'Ad-8Gal qui ont
montré les meilleures performances dans le test de "paw reaching". Cette amélioration de
performance est statistiquement significative comparée a tous les autres groupes (pour les
jours 9 et 10, P<0,05 comparé au groupe "Ad-BDNF" qui est le plus performant des
groupes autres que "Ad-8Gal").

Le test de comportement rotatoire en apomorphine a été effectué en trois sessions
espacées par un intervalle de 2 jours. En effet, les rats ayant été soumis a une lésion
excitotoxique striatale unilatérale présentent un comportement rotatoire ipsilatéral en
réponse a un agoniste des récepteurs dopaminergiques comme l'apomorphine. Effectuer
des sessions répétées a des intervalles courts permet de sensibiliser les animaux a 1'action
de I'apomorphine et d'augmenter ainsi le comportement rotatoire (Norman et al., 1990 ;
Schwarcz et al., 1979). Les résultats des trois sessions ont été compilés et sont présentés
dans la figure 8a. Ces résultats sont en bonne corrélation avec ceux du test de "paw
reaching". On observe un comportement rotatoire proche de zéro (24 £53 tours pour 60
minutes) pour le groupe "Ad-BDNF" alors que les animaux des groupes "véhicule" et
"lésion seulement" effectuent respectivement 200 +78 tours (P=0,02) et 258 +88 tours
(P=0,01). Pour le groupe Ad-GDNF, le comportement rotatoire (285 +35) est similaire aux
groupes "véhicules" et "lésion seulement". Une fois de plus, c'est pour le groupe Ad-8Gal
que l'on observe les meilleures performances : -147 +81 tours pour 60 minutes.

Le test de comportement rotatoire en amphétamine a donné des résultats
sensiblement équivalents lorsque 1'on compare les différents groupes (figure 8b). La seule
différence notable est observée pour le groupe "Ad-GDNF' qui présente un
comportement rotatoire un peu plus faible que les groupes "véhicule" (P=0,38) et "lésion
seulement" (P=0,03). Cet effet du traitement préalable par I'Ad-GDNF pourrait étre da a
l'action protectrice du GDNF sur les neurones dopaminergiques de la substance noire. En
effet, il a été démontré que le transfert du gene du GDNF par injection intrastriatale
d'adénovirus recombinant permet de réduire le comportement rotatoire induit par
I'amphétamine a la suite d'une lésion rétrograde des neurones dopaminergiques de la

substance noire (Bilang-Bleuel et al., 1997).
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En résumé, les résultats comportementaux semblent étre en accord avec les
résultats histologiques obtenus lors des expériences précédentes. Les animaux prétraités
par 1'Ad-GDNF présentent des performances sensiblement équivalentes aux animaux
contrdles. A contrario, les animaux prétraités par 1'Ad-BDNF ont des performances
meilleures que les groupes contrdles "véhicule" et "lésion seulement'. Cependant, le
comportement des animaux du groupe "Ad-BGal" empéche de valider les résultats de cette
expérience. L'analyse histologique qui est en cours permettra certainement d'expliquer le

comportement des animaux du groupe "Ad-3Gal".

DISCUSSION

L'ensemble de ces résultats démontrent que le transfert du gene du BDNF, et dans
une moindre mesure du gene du GDNF, permet de protéger les neurones GABAergiques

de projections du striatum dans le modele de lésion excitotoxique par I'acide quinolinique.

Les mécanismes d'actions possibles du BDNF et du GDNF sur les neurones
GABAergiques du striatum seront exposés plus loin dans la discussion générale de ce

mémoire.

Les premiers résultats comportementaux, que nous avons exposés plus haut, sont
encourageants. En effet, il montre que la neuroprotection obtenue par transfert du gene
du BDNF est corrélée a une amélioration des animaux dans les tests moteurs. Cette
amélioration est surtout sensible dans les tests de comportement rotatoire induit par
I'apomorphine et 'amphétamine (figure 8).

Le test de "paw reaching" permet de mesurer 1'habileté du rat avec ses membres
antérieurs, en l'absence d'agents pharmacologiques. Le rat doit effectuer une tache
complexe, ce test rend donc compte non seulement des fonctionnalités motrices de

I'animal, mais également de sa capacité a planifier un mouvement complexe. Le fait que les
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animaux prétraités par I'Ad-BDNF ont des performances légerement meilleures que les
animaux "véhicule" et "lésion seulement" laisse penser que les neurones du striatum sont
protégés de la dégénérescence, et conservent également leur fonction grace au transfert

du gene du BDNF.

Les résultats comportementaux des animaux prétraités par I'Ad-GDNF sont plus
décevants. Malgré la protection relative que nous avions observée sur le plan histologique,
les animaux du groupe Ad-GDNF ont réalisé des performances similaires aux rats des
groupes "véhicule" et "lésion seulement" lors des tests comportementaux. Lors des
expériences précédentes, l'analyse histologique semblait mettre en évidence une
protection par le transfert du gene du GDNF, qui restait a la limite, mais en dehors, du
seuil de signification statistique (tableau n° 3). L'effet neuroprotecteur du GDNF sur les
neurones de projection du striatum dans le modéle de 1ésion par 'acide quinolinique a déja
été mis en évidence, a la fois par injection de GDNF recombinant (Araujo et Hilt, 1997) et
par greffe de cellules produisant du GDNF (Pérez-Navarro et al.,, 1996). Le transfert du
gene du GDNF devrait donc permettre d'observer cette protection sur le plan
comportemental grace aux tests de "paw reaching" et de comportement rotatoire.
Cependant, une étude parue récemment permet de fournir un début d'explication aux
mauvaises performances du groupe "Ad-GDNF" dans les tests comportementaux. Dans
cette étude, Pérez-Navarro et al. décrivent une protection des neurones de projection du
striatum dans le modéle de lésion par l'acide quinolinique grace a la greffe de cellules
génétiquement modifiées pour produire du GDNF (Pérez-Navarro et al., 1999a). Ces
auteurs ont de plus utilisé une technique de marquage rétrograde par le fluorogold des
neurones de la voie indirecte striato-pallidale et des neurones de la voie directe striato-
nigrale. Cela a permis de mettre en évidence que seuls les neurones de cette derniere voie
sont protégés par la greffe de cellules productrices de GDNF (Pérez-Navarro ef al., 1999a).
Ainsi, on peut penser que protéger uniquement les neurones de cette voie n'est pas
suffisant pour obtenir une amélioration comportementale des animaux, au moins pour les

tests de "paw reaching" et de comportement rotatoire induit par 1'apomorphine.
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La seule amélioration sensible pour le groupe Ad-GDNF a été mise en évidence lors
de I'étude du comportement rotatoire induit par I'amphétamine. Ce phénomeéne a déja été
décrit par Araujo et Hilt dans le méme modele aprées une injection
intracérébroventriculaire de GDNF recombinant. Cependant, il est connu que le GDNF
induit un bourgeonnement des terminaisons des neurones dopaminergiques de la
substance noire (Lin et al., 1993). Comme l'amphétamine agit en stimulant la libération de
la dopamine par les terminaisons dopaminergiques, il est possible que 1'effet observé lors
de 'administration d'amphétamine soit di a I'action du GDNF a la fois sur les neurones de

projection du striatum et sur les neurones dopaminergiques de la substance noire.

Comme nous l'avons exposé précédemment, 1'amélioration comportementale des
animaux du groupe "Ad-BDNF" devra étre validée par 'analyse histologique des cerveaux
de ces animaux. Cette analyse sera également nécessaire pour expliquer les résultats
observés dans le groupe "Ad-8Gal". En effet, les résultats des tests comportementaux
indiquent que c'est le traitement préalable par 1'Ad-Gal qui permet la meilleure
protection des neurones de projection du striatum (figures 7 et 8). Sans attendre les
données histologiques, nous pouvons déja fournir un début d'explication a ce phénomene.
Des expériences menées par la suite au laboratoire ont montré que le stock d'Ad-3Gal que
nous avons utilisé lors de 1'étude comportementale était fortement contaminé par des
particules adénovirales compétentes pour la réplication (RCA). Il a été montré que les
RCA peuvent étre générées lors de la construction de l'adénovirus recombinant par
recombinaison homologue en cellules 293 (Lochmuller et al., 1994). 1l est probable que
l'injection intrastriatale d'une solution adénovirale fortement contaminée par des RCA
induit une réaction inflammatoire trés importante, qui pourrait par la suite inhiber la
lésion par l'acide quinolinique.

Lors d'expériences plus anciennes, nous avions déja remarqué une possibilité
d'interaction entre l'inflammation provoquée par la chirurgie lors de l'injection du vecteur
adénoviral et la 1ésion par l'acide quinolinique. En effet lorsque cette 1ésion est pratiquée

moins d'une semaine apres l'injection du vecteur, nous avons pu observer une protection
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totale vis-a-vis de la lésion induite par l'acide quinolinique, aussi bien pour les groupes
d'animaux ayant recu un adénovirus facteur trophique ou contrdle, que pour le groupe
"véhicule". Ainsi, l'effet protecteur du transfert du gene du BDNF dans ce modele
n'apparait que lorsqu'on laisse un intervalle de temps suffisant entre le traitement
neuroprotecteur et la lésion. Cela permet de s'affranchir du biais introduit par
l'inflammation induite par la premiére injection intracérébrale.

Afin de mieux caractériser 1'effet neuroprotecteur du transfert du gene du BDNF et
du gene du GDNF, nous étudions actuellement cet effet a l'aide d'un autre modele de
Huntington et d'un autre vecteur, dérivé du lentivirus VIH. Les résultats préliminaires de

ces projets en cours sont exposés dans le chapitre suivant.
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Publication n°3 (Human Gene Therapy, sous presse) :

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-mediated protection of striatal
neurones in an excitotoxic rat model of Huntington's disease,

as demonstrated by adenoviral gene transfer

Alexis-Pierre Bemelmans, Philippe Horellou, Laurent Pradier, Isabelle Brunet, Philippe Colin et

Jacques Mallet.
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a genetic disoréadihg

to the degeneration ofstriatal GABAergic output
neurons. No treatment is currently available for this
devastating disorder, habugh everal neurotrophic
factors, including brain-demd neurotrophic factor
(BDNF), have beenh®own to bebeneficial for striatal
neuron survival. Weanalyzed the effect of adenovirus-
mediated transfer of thBDNF gene in a model of HD.
Using a stereological procedure, threeups of rats
were given an intrastriatal injection aédenovirus
encodingBDNF, R-galactosiase or sam surgery. Two
weeks after treatent, the animals were lesioned with
quinolinic acid (QUIN), a toxin which inducestriatal
neuron death by an excitotoxic process. One month after
the lesion, histological studyevealed thatstriatal
neurons were protected only in rats treated with the
BDNF adenovirus. Volume measurement®veged that
the QUIN-induced lesions werB5% smaller in the
BDNF adenovirus-treated gup than in the (-
galactosidase adenovirus-treateduyr (p<0.05), and the
sham-treated group<0.05). To determine the survival
of striatal GABAergic outputneurons after the QUIN-
induced lesion, wenimunostained brain sections with
DARPP-32, an artiody specific for striatal output
neurons. Prior treatment with the BDN&denovirus
resulted in a cell survival of 64%vhereas that after 3-
galactosidase treament wé8% (<0.05), showing that
the BDNF adenovirus protected thariatal neurons.
These results indicate thaamisfer of the BDNF gene is
of therapeutic value for Huntington's disease.

OVERVIEW SUMMARY

Huntington's disease results from a pregiee
neurodegenerative qeess affecting primarily the
neostriatum. TheGABAergic output neurons are the

most sensitive cell type in thianatomical structure.
Recently, brain-dered neurotrophic factor (BDNF) was
shown to be a potent neurotrophic factor for striatal
GABAergic neuronsn vitro andin vivo. We investigated
whether BDNF protectedtriatal neurons in aodent
model of Huntington's dease, by &ing the effect of a
recombinant adenovirus producing thi®urotrophin in
rats injected with quinolinic acid. BDNF was produced for
at least six weeks after intrastriatal injection of the
adenoviral vector. Most importantlyggombinanBDNF
reduced the size of the quinolinic aaidhiced lesion in
the striatumand protectedstriatal GABAergic output
neurons from the excitotoxidamage.Thus, in vivo
BDNF gene transfer has potential for the neuroprotective
treatment of Huntington's disease.

INTRODUCTION

Huntington's disease (HD) is an auo=l
dominant genetic disorder nvolving the
neurodegeneration of primly the striatal GABAergic
output neurons (i.emedium-sized spinyneurons). This
results in excessive rnivoluntary movements clforea)
accompanied by cognitive defitss and pesonality
changes. In 1993, it was shown that HD is caused by the
expansion of a polymorphic CAG/polyglutaminepeat
located in the T15 gene (TheHuntington's Disease
Research Collaborative Group, 1993). The protein
encoded by T15, huntingtin, is present throughout the
central nervous systerand in pempheral tissues, but
neurodegeneration is restricted tstriatal GABAergic
output neurons (Sharpt al, 1995 ; Trottieret al,
1995). It is now estaldhed that expansion of the
polyglutamine tract causes the intranuclear aggregation of
the mutant huntingtin, known as neuronal anticlear
inclusion (Davieset al, 1997 ; Odway et al, 1997).
Inclusions are found in the brains of both patients
(DiFiglia et al, 1997) and trangenic mice bearing the
mutated HD gene (Daviest al, 1997), but their
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contribution to the pathogenicity of the mutant
huntingtin is unclear (Saudcet al, 1998 ; Sisodia,
1998). Nevertheless, in tweaent studies, it hakeen
suggested that theexpanded polyglutamine repeat-
induced cell death might be due to activation of
caspases, a family of pro-apoptotic protei@nget al.,
1999 ; Sanchezet al, 1999). Although theseecent
findings constitute progresswards the elucidation of
the pathological mechanism, thésave not yet led to
any obvious treatmengind HD emains an ricurable
disease.

Several strategies are currently beiexplored
to develop treatments for HD, including both restorative
and peventive approaches. The restorative strategy
involves the intacerebral griting of fetal striatal cells
and is undergoing clinicdtials in Fanceand the USA
(Horellou and Mallet, 1998 ; Kopyaat al., 1998). The
development of a preventive treatment to protect
neuronal cells from thaeeurodegenerative @ress would
be of great value for a clinical application by preventing
the onset of symptoms. Animahodels that allow to
test possible treatmentsve been set up. These are
based on excitotoxic cell death, which uaght to be
involved in the pathologicalevelopment of HDThus,
several models involve the use of excitotoxinsnduce
neuronal cell death mimicking the pattern of
neurodegeneration observed in HD (DiFiglia990).
Quinolinic acid (QUIN) has been widely used in models
of HD. QUIN acts on the NMDA receptor and if injected
intrastriatally, it repoduces the cell loss and
neurochemical deficits of HD (Beat al, 1986). In this
model of HD, various neurotrophic factors halveen
shown to be effective for the protection of striatal
GABAergic output neurons. Nerve growth factblGF)
(Martinez-Serrano and  Bjorkund, 1996), itiary
neurotrophic factor (CNTF)Ahdersonet al, 1996 ;
Emerich et al, 1997) and glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF) (Araujand HIt, 1997)
protect striatal GABAergic neurons from excitotoxic cell
deathin vivo. Several observations have suggested that
brain-derivedneurotrophic factor (BDNF), a member of
the neurotrophin family, protects striat&ABAergic
output neurons. In striatal primary cultur&DNF
increases the survival, soma siaed banching point
number of GABA-expressingneurons (Mizuncet al.,
1994 ; Ventimigliaet al, 1995 ; Widmer and Héiti,
1994). Theneuroprotective effect of BDNF has also
been demonstrated in tvim vitro models of HD: firstly,
BDNF protects striatal cellexposed to armexcitotoxic
stress in culture (Nakeat al., 1995) ; secondlyBDNF
abolishes the apoptosis obgat in striatal cells
transfected with the codingeguence of the mutant
huntingtin (Saudowet al, 1998). Thus, determining the
protective potential of BDNF iin vivo models of HD
is of major importance.

In this study, we tested the effect BDNF
using a recombinant adenovirus. This vector was
injected into the striatum of rats. Lesions were then
produced twoweeks later in the same area with QUIN.

The adenovirus-mediated transfer of the BDNF gene led to
the strong expression of this neurotrophiene in the
rodent striatum, and the recombinant BDNF protected the
striatal GABAergic outputneurons from excitotoxic cell
death induced by QUIN.

METHODS

In vitro adenoviral gene transfer.

Ad-BDNF and Ad-RGal sicks were obtaied as
previously described (@ienez y Ribottaet al., 1997 ;
Stratford-Perricaudedt al, 1992). Forin vitro infection,
HelLa cells were plated at a density of 3.&¢6lls per well
in 6-well culture plates and infected as described below.
The culture medium (Dulbeccasodified eagle medium
containing 10% fetal calf serum) wammoved and cells
were infected with either Ad-BDNF or Ad-RGal at a
multiplicity of infection (MOI) ranging from 20 to 80
plaque-forming uits (pfu) per cell in 0.5 ml of serum-
free medium for one hour. Afterwhich, the culture
medium wasaddedback to the dés. Threedays later,
cells were extensively rinsed with phosphate-buffered
saline (PBS)and were hien hcubated for 24hours in
fresh medium. The amount of BDNF in the culture
medium was determéd with the BDNF Emax
ImmunoAssay System (Promegaccording to the
manufacturer's instructions. Primary striatal cultures were
obtained by dissection oftEl4 rat fetuses lateral
ganglionic eminence and subsequent culture in serum free
condition, as previously dedoed (Barkatet al., 1996).
This method of culture allow to obtain purified neurons
(>95%) as demonstrated by nimunocytochemistry
against glial fibrillary acidic proteirand neurofilament
(Weisset al, 1986). The primary cells were plated in 12-
well culture plates at a density of 221@lls per well and
incubated for three day3hey were then infected at a
MOI of 100 pfu per cell as dedoed for Hela ciés. Four
days after infection, cells werexdéid for 20 minutes with
4% paraformaldehydePEA) in PBS. Immunological
detection of calbindin was performed as described below
in "Histological pocedures". The ati-calbindin
monoclonal antibody (Sigma) was used at &0Q0
dilution. For each wk calbindin-positive cells were
counted on twelve randomly selected microscope fields.

In vivo adenoviral gene transfer in a rat model of HD.
Recombinant adenoviruses were dilutedPiBS.

Female Spague-Dawley rats (Charles River, akce)

under ketamine/xylazinanesthesia, were injected in the

left striatum with a total amount of 5xf0pfu (0.25

ul.min'l) in three equal aliquots of 1 gach in thehead
of the caudate putamen, at the following coordinates: 1.2
mm anterior to bregma ; 2.5 mm lateral to bregma ; 5,
4.6 and 4.2 mm ventral to the dural sed.Sham-treated
rats were injected with PBS only. Twaeeks later,
QUIN (120 nmoles in 2 pl PBS) was injected at a rate of

0.4 pl.mirrl at the same site (1.2 mm tarior to
bregma ; 2.5 mm lateral todgma ; 4.6 mm ventral to
the dural surface).
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Quantification of BDNF in vivo.

BDNF levels were determined on striatal lysates
from rats injected as describedbove. Rats were
sacrificed by chloral hydrate injection,triata were
dissected antilomogenized at 4°C iB00 pl of a lysis
buffer containing 137 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.5,
1% NP40, 10% Glycerol, ImMPMSF, 10 ug.mt
aprotinin, 1 pg.mt leupeptin,and 0.5 mM Vanadate.
After 15 minutes centrifugation at 13,000 g, BDNF was
measured in the upernatant using BDNF Emax
Immunoassay system (Promega).

Histological procedures

Four weeks after the QUIN lesion, the rats
were killed by deemnesthesia with chlordlydrate and
transcardial perfusion withtO0 ml of 0.9% NacCl,
followed by 250 ml of ice cold 4% PFA in PBS. Brains
were postfixed in the same fixative for one hour and
were cryoprotected bymimersion in 15% accharose
dissolved in PBS. Brains were then cut into 16-pum
thick coronal sections with a cryostatd were stored at
-80°C.

For in situ hybridization, an oligonucleotide
probe complementary to the codingqaence of the
FLAG peptide (Brizzardet al, 1994) was synthesized

(°CTT CTA GTC ATC GTC GTC CTT GTA GTC

GCCg3) and radbactively labeled usiné35S dATP and

terminal  deoxynucleotidyl transferase (Promega)
according to the manufacturer's structions. For
hybridization, sections were dehydrated andubated
overnight at 42°C in 50% formamide, 1Renhardt's
solution, 4x SSC,100mM dithiothreitol, 10%dextran

sulfate, 250 ug.rr‘iiL E coli tRNA, 250 ug.m11 poly

AT RNA, 250 ug.m1:L salmon sperm DNAand 0.2
pmole of hbeled oljonucleotide per section. Sections
were then nised twice in 1xSSC for 15 minutes at
53°C, twice in 0.5x SSC for 15 minutes 58°C, and
once in 0.5x SSC for 15 minutes abm tmperature.
They were thendehydrated and piped in lliford K5
emulsion. Sections were exposed for tmonth, then

developed in Kodak D19 developer, lightly
counterstained with cresyl violet and mounted.
3-galactosidase activity was detected

enzymatically by incubating the sections with B+ho-
4-chloro-3-indolyl  3-D-galactoside as  previously
described (Barkatet al, 1996). After two hours of
incubation, the sections wereounterstained with
neutral-red and mounted.

For immunohistochemical detection of
DARPP-32, endogenous peroxidase activity in the
sections was guenched with 0.3%®p in methanol.

Subsequently, sections were poeibated in PBS
containing 10% normal horse serum. Mouse
monoclonal anti-DARPP-32 antibody ggnerously

donated by Drs Greengard akgmmings) was diluted
1:20,000 in the precubation solution. The sections
were incubatedvernight at room temperaturand the
primary antibody was detected using the Vectadtdiie

ABC kit (Vector Labs)according to the manufacturer's
instructions. Peroxidase activity was detected widttor
SG substrate kit (Vector Labs).

Lesion volume measurement and cell counting

Lesion volume and striatal volume were
determined by camera lucida drawings BARPP-32
immunostained sections takewery 400 pum from 2.2
mm anterior to bregma to 1.0 mm posterior to bregma.

The lesion and striatal areas of each section were
integrated to obtain lesion arstriatal volumes. Cells
were counted on thresections dcated at the antero-
posterior level where the lesion area was maximal. Using
the PC-based Biocom softwareoupled to a Leitz
microscope (Hirscket al., 1992), ipsi-and contralateral
striata were encircled through a 4x objective, and, in this
defined areaDARPP-32-positive cells wereounted in

15 randomly selected square fields of 44<1ﬂm2 through
a 10x objective. Thisenabled us todeduce the total
number of cells from the measurements of aea cell
density.

Statistical analysis

All values are expressed asieans *SEM.
Groups werecompared with Statview software by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Scheffé's
post-hoc test, except for the data in Figureaigd & for
which an unpaired 8dent's t-test was used. In all
analyses, the null hypothesis was rejected at the 0.05
level.

RESULTS

Recombinant adenovirus Hmaring BDNF poduces a
functional protein.

The recombinant vectors used in this study, Ad-
BDNF and Adf3Gal, were derived from human type 5
adenovirus with the Eland E3 regions deletedhey
encode rat BDNF ané coli 3-galactosidase, respectively.
The BDNF cDNA was inserted upstream from tiogling
sequence of FLAG (Brizzaet al., 1994). Thisconstruct
yields a BDNF-FLAG fusion protein whichmade it
possible to distinguish the recombinant BDNF from the
endogenous BDNF (Figure 1).

We investigated whether ABDNF directed the
synthesis of the BDNF protein by infecting Hela cells
with various doses of Ad-BDNF.Four days after
infection, the amount of BDNF in cultursedia was
determined by ELISA assay. The smallesttiplicity of
infection (MOI) used, 20 plaque-forming its (pfu) per
cell, was sufficient for BDNF to be detected. aover,
the amount of BDNF increased linearly with the MOI
(r2:O.975 ;p=0.0001), up to 18.5 ng of BDNF/5x20
cells/day for 80 pfu per de the highest MOI tested
(Figure 2).

We next assyed the biological activity of the
recombinant BDNF. Primary striatal cultures ofbtal by
dissection of the lateral ganglionic emnce of E 14 rat
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fetuses were infected with either Ad-BDNF or Ad-RGal
on day three (after plating)They were fked on day
seven and processed for calbindin
immunohistochemistry. Calbindin-positive cells were
countedand twice asnany such cells were detected in
the Ad-BDNF infected cultures as in the Ad-RGal-
infected or non-infected cultures (Figulg).2

Experimental paradigm of the in vivo study.

We tested the neuroprotective effect RIDNF
using an excitotoxic rodent model of HD. Female
Sprague-Dawley rats were assigned to threems: Ad-
BDNF treatment (n=10), A8Gal treanent (=8) and
sham treatment(n=8). As desbail in the mdtods,each
rat received a stereotaxic injection in theostriatum of
Ad-BDNF, Ad-BGal orvehicle (PBS). Twoveeks after
treatment, two rats from the Ad-BDNF oyp were
killed for evaluation of recombinant BDNF expression.
At the same time, the remaining animakceaived a
QUIN injection (120 nmoles) in the neostriatum. Four
weeks later, the animals were killadd the lesion was
studied histologically.

In vivo expression of recombinant BDNF.

In vivo expression of the BDNF tragmne was
analyzed byin situ hybridization six weeks after Ad-
BDNF injection. An antisense oligonucleotide probe
directed against the FLAGpeptide coding exqjuence
detected the BDNF-FLAG transcript in a large region of
the neostriatum, swunding the injectiorsite (Figures
3b and 3). The BDNF-FLAG transcript was also
detected in the corpus callosum, mimicking the pattern
of R-galactosidase staining in Adal-treated rats
(Figures 2 and 3). Expression of the transgene was
stable over the time period studied becauseateunt
of BDNF-FLAG mRNA in rats killed fourweeks after
the lesion were similar to those in two rats killed at the
time of the QUIN lesion (data not shown). TBBNF-
FLAG transcript was not detected on thentralateral
side or in the striatum of Ad-RGal-treated rats.

To determine if recombinant BDNF expression,
evidenced by &RrFLAG in situ hybridization,
corresponds to an overexpression BDNF in the
striatum, the level of this protein waseasuredn vivo.
Rats were injected in the striatum with either BONF
(n=5) or Ad-RGal (n=3) owrehicle (n=2). Twoweeks
later, animals were sacrificedriata were tsected, and
BDNF content of striatal lysates was quantified using an
ELISA assay. The level of BDNF increased from 6 +1.3
pg of BDNF/mg of protein invehicle- and Ad-RGal-
injected striata to 16.6 + 2.7 pg of BDNF/mg of protein
in Ad-BDNF-injected striatap<0.01).

BDNF gene transfer reduces QUIN lesion size.

The lesion mduced by QUIN injection was
examined on DARPP-32 immunostained sections.
DARPP-32 (¢opamine and cyclic AMP-regulated
phosphoprotein of 32 Kd) is a marker for the soma and
axons of striatal GABAergic output neurons (Ouiraét
al., 1984). The QUIN#duced lesion was defined as the

area devoid of immunoreactivity. Foureeks after QUIN
injection, the rats were killed, cryostat serial sections
encompassing the whole striatum werepared, and one
series of sections was processed for the
immunohistochemical detection of DARPP-32. Lesions
appeared smaller in the Ad-BDNF-treateaigy than in
the Ad-RGal- andsham-treated gups (Figure 4). The
lesion area was quantified for each rat by camera lucida
drawings of sections takemvery 400 micometers
through the neostriatum. @as werehen integrated to
obtain striataland lesion valme. This quantification
(Figure B) showed that lesion volume for the BBNF-

treated group (1.69 +0.34 n"ﬁhwas 55% smaller than

that for the Ad-RGal-treated aup (3.8 +0.87 mr%) and
75% smaller than that for thénam-treated group (6.24

+1.76 mn?’). The lesions of the ABDNF-treated group
were significantly smaller than those of the other two
groups p<0.05), whereas the Ad-BGahd iam treated
groups were not significantly differemi<0.26).

We studied the overall effect of the lesion on the
striatum by determining the volume of this structure.
Absolute striatal volume was measured (Figuiednd it
was found that the QUIN lesion caused a shrinkage of the
neostriatum that was more gmounced, aftough non
significant £=0.11), in the Ad-RGal-treatedaymp (20.27

+0.89 mn?’) than in the AABDNF-treated goup (22.27
iO.?Smn?’). In the sham-treated group, the shrinkage

was intermediate (21.01 +1.35 mm p=0.43 vs Ad-
BDNF treatment p=0.66 vs Ad-RGal #ament). Taken
together, these results suggest that in theBBNF- and
Ad-RGal-treated gups, the neostriatum shrinkage was
due not only to the QUIN lesion, but alsorthato the
adenovirus injection which is associated with a certain
degree of toxicity.

Histological processing magause ifferences
between animla. Therefore, the relative lesion wwhe,
defined as the percentage of the total striatum occupied by
the lesion, was calculated for each rat. The relative lesion
volume in the ABBDNF-treated goup was significantly
smaller than those of the Atsal- <0.05) and lsam-
treated groupspk0.05 ; figure 8). This confirmed the
results obtained by absolute lesion volumeasurement.
The Ad{fiGal andsham-treated gups were again not
statistically different§=0.21).

Rescue of DARPP-32-positive neurons BHNF gene
transfer.

The effect of recombinant BDNF on the QUIN
lesion wasexamined at the cellulaevel by quantifying
the survival of DARPP-32-positive neurons. Feach
rat, at the rostrocaudatvel where the area of the QUIN
lesion was maximal, three sections were selected and
DARPP-32-positive neurons wereounted on these
sections on the ipsiandcontralateral sides. Cell density
and striatal area were calculated for eactanat expressed
as a percentage of the intact side (Figure 6). As
previously observed with camera lucida drawings, the
shrinkage of the neostriatum was more pronounced in the
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Ad-RGal-treated gup (87 +1.5%) than in the Ad-
BDNF-treated goup (92.5 +2% ;p=0.03 vs Ad-RGal
treatment) whereas shkiage in thesham-treated group
(92 £3% ;p=0.49 vs Ad-BDNF treaent) was similar
to that in the Ad-BDNF-treated gup (Figure 6). In
contrast, cell density measurementhovged that
DARPP-32-positive cells were only protected in the Ad-
BDNF group (69 +4%)and not in Ad-BGal (547% ;
p=0.04 vs Ad-BDNF treatent) and Bam (55 +10% ;
p=0.12 vs Ad-BDNF treatment) groups (Figura).6The
total cell number was deduced from azeal celldensity
measurement ireach animal. Ad-BDNF was found to
have sigificantly protected the medium spiny
projection neurons of the neostriatum. Wheirfd that
46% (+£5%) of cells survived in Ad-RGal-treated animals,
whereas 64% (+4%) surwied in AdBDNF-treated
animals (Figure 6, p=0.01). In terms of total cell
number, comparison heten sham- and Ad-BDNF-
treated animals resulted inpavalue of 0.19. This lack
of significance could be explained by the QUIN lesion
variability which appeared much more pronounced in the
sham-treated animals than in thadenoviral-treated
animals.

DISCUSSION

In this article, we have described the effective
vivo transfer of the BDNF gene using a recombinant
adenovirus vector. In adentexcitotoxic model of HD,
we demonstrated that tteelenovirus-mediated transfer of
BDNF protected the medium-sized spingurons of the
neostriatum, the principal target néurodegeneration in
HD. This is the firstin vivo evidence thaBDNF is of
value for HD treatment.

Effect of BDNF gene transfer in vitro.

BDNF has been eported to promote the
differentiation of GABAergicneurons. In particular, it
increases the number of calbindin immunoreactive cells
in primary striatal cultures (Mizunet al, 1994 ;
Ventimiglia et al, 1995). Consistent with these
observations, we found that the infection of primary
striatal cultures with Ad-BDNF resulted in an increase in
the number of calbindin-immunoreactive neuronal cells
(Figure D). Thus, striatal cells pduced the protein
encoded by the tragsne afteadenovirus-mediated gene
transfer. This result also demonstrated that the addition
of the FLAG peptide to the carboxy-terminal part of the
recombinant BDNF did not affect its biological activity.

Effect of BDNF generansfer in an in vivo model of
HD.

Several observations suggest that BDNF is an
important factor for mature striatal neuroaisd that it
should therefore beonsidered as a putative therapeutic
agent for HD. Endogenous BDNBnd the mRNA
coding for its high-affinity eceptor TrkB havebeen
detected in the adult neostriatum (Aletr al., 1994 ;

Conner et al, 1997). The endogenous BDNF is
transported to the cortical nerve terminals by anterograde
transport (Altaret al, 1997),and the TrkB eceptor is
primarily located in the psi-synaptic densities (Wat

al., 1996). Moreover, BDNF habeen eported to be
implicated in the induction of the DARPP-3henotype

in the developing striatum (Ivkoviet al, 1997).

We tested the therapeutic value of BDNF for HD
using an excitotoxic model of the disease obtain by
intrastriatal injection of QUIN. This pcedure reproduces
the cell loss observed in H&ndcan be used to evaluate
experimental treatments by comparing QUiiticed
lesion in treated andon-treated animals. Thus, this
model of HD is highly relevant for testing experimental
therapy, and we have shown here that the prior treatment
by intracerebral injection of aadenovirusexpressing the
BDNF gene protected thetriatal neurons from the
QUIN-induced lesion. Moreecently, transgenicnodels
of HD have beemleveloped. In thesmodels,despite the
reducedife spanand thebehavioral abnormalities, there
is no clear neuronal cetleath (Pricest al, 1998) which
makes them difficult to use for testingnauroprotective
approach. Nevertheless, theguld be &ken intoaccount
to test the ability of BDNF to pwent the neuronal
dysfunction which occurs in these models.

The mechanism by which BDNF protects
against excitotoxic insult is unknowiiowever, it has
been suggested that the protection results from the action
of BDNF on the transcription of calcium-binding
proteins (Nakaocet al, 1995). Studiesn vitro have
shown that BDNF in@ases the expression of calbindin,
calretinin and parvAumin (Mizuno et al, 1994 ;
Ventimiglia et al., 1995 ; Wdmer and Hdti, 1994).
Calbindin levels in BDNF knockout mice are alsovér
than normal (Jone®t al, 1994). As excitotoxicity
challenged with atNMDA agonist, such as QUIN, are
known to increase intracellular calciuconcentration
(reviewed in Choi, 1994), upregulation of the expression
of calcium-binding protein levels may rescue striatal cells
from excitotoxic cell death by increasing their capacity to
buffer intracellular calcium (Mattsoet al, 1991).

The neuroprotective effect of ASBPNF
treatment eported in this studgould also be explained
by the anti-apoptotic property of BDNF. Apoptotic cell
death haseen implicated in both HRnd the QUIN-
induced ratmodel of HD (Portera-Cailliaet al., 1995 ;
Onaet al., 1999 ; Sanchezt al., 1999). Although the
effect of BDNF on anti-apoptotic proteins is not
documentedBDNF was shown tocounteractapoptosis
in several models oheurodegeneration (Bhawt al.,
1999 ; Kaal et al, 1997). In particular, in am vitro
model of HD, the apoptosis observed after transfection of
primary striatal neurons with a polyglutamine construct
was abolished when BDNF walded in the culture
medium (Saudoet al, 1998).

Efficiency of adenovirus-mediated transfer of the BDNF
gene.

The tansfer of the BDNF gene in the QUIN
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model of HD has previously been reported. However,

although neural rescueenhded to be greater iBDNF-

treated animals, Martinez-Serraamd Bjorkund have
described that the effects were not #igant for everal
parameters, including lesion size and DARPPa8gron
survival (Martinez-Serranand Bjorkund, 1996). In
another study by Frinet al, it has beeneported that

exogenous BDNF has no effect on the excitotoxic lesion

(Frim et al, 1993). The lack of agement of these two
reports with our results may feie to differences in the
gene transfer procedure.

In these studies, the BDNF gene was delivered

by anex vivogene transfer methodvolving retroviral
vectors. However, ifferent types of transplanted cells
were used for the two studies. Frirat al. used
transplants of immortalized fibroblast llse whereas
Martinez-Serranoand Bjorkund used transplants of
conditionally immortalized neural progenitorlise The
two studies confirm the importance of the

remained at the injectiosite (i.e. the corpus callosum)
and did not protect theeostriatum (Frimet al,, 1993),
whereasconditionally immortalized neural progenitor

cells migrated throughout the neostriatum, giving a
mild protection (Martinez-Serrano and Bjorklund, 1996).

In this report, we used a gene transfecedure
consisting of the direct irdcerebral injection of a
recombinantadenoviralvector. This pocedure leads to
strong expression of the transgene in a large aoeadr
the injection site (Le Gal La Salkt al,, 1993). Thus,

in the paradigm of neuroprotection by BDNF in the

QUIN lesion model, thén vivo gene transfer method
used here appears to be more efficibaintex vivo gene
transfer. This may bbecause mor8DNF is poduced
in situ afterin vivo gene transfer, reking in better
diffusion of the factor. Weand othershave also
demonstrated that theeuroprotection proded by the
adenovirus-mediated transfer ofgenes encoding
neurotrophic factors is not gseicted to the transfected
cells, but extends to neighboring celBa(gmgartner and
Shine, 1997 ; Bilang-Bleugt al, 1997 ; Castel-Barthe
et al, 1996).

Potential of adenoviral vectors for gene transfer.
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Figure 1: Map of the adenoviral construdEscoli Lac Z and rat BDNF genes are urtdertranscriptional control of the
Rous sarcoma virus long terminal repeat promoter. The rat BDNF gene is fused with the coding (88gbaseepairs)
of the FLAG peptide. BDNF and FLAG are separhted glycine codon.
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Figure 2:In vitro expression of recombinant BDN&. BDNF amount in the culture medium three days after infection

of Hela cells with various doses of Ad-BDNF. The quantity of BDNF detectedincreased linearly with %40)9?15,
p=0.0001).b, Effect of recombinant BDNF release on calbindin-positive cells after Ad-BDNF infection of primary
striatal cultures. Four days after the infection with Ad-RGal or Ad-BDNF of primary striatal cells from sister cultures,
calbindin-positive cells were ddtst Values are means for total calbindin-positive cell counts determinedfor each well
on 12 randomly selectedcroscope fields through a 10x objective. Similar results were obtained from three independent
experiments. *p<0.001 vs non-infectedor Ad-RGal-infectedcells.
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Figure 3: 3-galactosidase, (c, § and recombinant BDNM( d, ) levels six weeks after a single intrastriatal injection of
Ad-RGal or Ad-BDNF respectively. R-galactosidase activity was detected enzymatically with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
3-D-galactoside as a substrate, resulting in a blue color. Recombinant BDNF mRNA was detected by amti$HuAG
hybridization (see Methods). Transgene expression was deteaedtbut thecaudate patmen &, b) and the corpus
callosum §, f). c-d, higher magnification of 3-galactosidassmd ecombinant BDNF-<containing cells, espectively.

Due to the nucleaotalizing sequence, only thmicleus of R-galactosidasentaining cells is stainednd these cells
therefore appeanuch smaller than the cells containing recombinant BDNF. Cx: cortex ; cc: corpus callosum ; Str:
striatum. Scale Bar: 200 pm & b, e andf ; 50 um inc andd.
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Figure 4: Representative photomicrographs showing DARPP-32-immunostained sections ofaghadiRGal- €, e,

g), Ad-BDNF- (, f, B injected, or intactl) striatum.a, ¢, d, The QUIN-hduced lesion (indicated by assiks) was
clearly identified by the absence DPARPP-32 staining. The lesion was smaller in BloNF-treated animalshan in
Ad-BGal- or sham-treated animadshigher magnification of thboundary between the spared (smyl QUIN lesbned
(les.) aread: higher magnification of the spared part of the neostriagiiin.higher magnification of the lesioned areas
shown inc andd respectively. Scale bar: 1 mmanb, candd ; 200 um ine ; 100 um inf, g andh.
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Résultats : chapitre 4.

CONSTRUCTION DE VECTEURS LENTIVIRAUX RECOMBINANTS POUR LE BDNF
ET LE GDNEF, EFFET NEUROPROTECTEUR DANS LE MODELE DE LESION
STRIATALE INDUITE PAR L'INJECTION SYSTEMIQUE D'ACIDE 3-NITRO-
PROPIONIQUE

CONSTRUCTION DE VECTEURS LENTIVIRAUX

Nous avons entrepris de construire des vecteurs lentiviraux recombinant pour le
BDNF et le GDNF. En collaboration avec le laboratoire de P. Charneau, nous avons utilisé
un vecteur lentiviral dérivés du VIH. Ce vecteur contient une séquence centrale (située
entre le "Central Polypurine Tract" et le "Central Termination Sequence") qui est commune
a tous les lentivirus et détermine un mécanisme de rétrotranscription différent de celui des
oncorétrovirus classique. En conséquence, le produit final de la rétrotranscription des
lentivirus est un ADN linéaire double brin possédant une structure dite "triplex central" ou
trois brins se chevauchent sur une centaine de nucléotides. Le role du "triplex central"
semble déterminant dans l'étape d'import nucléaire du complexe de préintégration
proviral.

Les ADNc du BDNF et du GDNF de rat ont été isolés par PCR a partir des
plasmides préalablement construits pour la génération des adénovirus recombinants.
L'utilisation de la PCR a permis de flanquer les ADNCc des sites de restrictions nécessaires a
leur intégration dans le plasmide contenant le génome lentiviral recombinant
(respectivement BamHI/EcoRI et BamHI/SnaBl pour 1'ADNc BDNF et 1'ADNc GDNF).
Dans ce plasmide, les ADNc du BDNF et du GDNF sont sous le contrdle transcriptionnel
du promoteur CMV. La séquence codante de la GFP (green fluorescent protein) est placée
en aval de I'ADNc, précédée d'un IRES (internal ribosome entry site) permettant sa
traduction. Ainsi, les cellules transduites par cette construction expriment a la fois le
transgene thérapeutique (BDNF ou GDNF) et un transgene rapporteur (GFP). Apres sous-

clonage dans ce vecteur, les séquences codantes du BDNF et du GDNF ont été vérifiées
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a: co-culture d'astrocytes transduits par le HI'Y-GDNF b : co-culture d'astrocytes transduits par le HIV-BDNF
et de neurones mésencéphaliques : effet surla et de neurones de striatum : effet surla calbindine.
tyrosine hydroxylase. 107

I'immunoréactivité calbindine

Densité cellulaire des cellules dopaminergiques
MNiveau de gris moyen de

(nombre de cellules par champ)

HIY-GFP HIY-GDNF HIY-GFP HIY-BDNF

Figure 9 : efficacité fonctionnelle des facteurs trophiques transgéniques produits apres
transduction par le HIV-BDNF et le HIV-GDNF.

9 A : des neurones dopaminergiques embryonnaires de rats ont été cultivés sur une
couche d'astrocytes transduits par le HIV-GFP ou le HIV-GDNF. Aprés une semaine de
culture, les cellules ont été fixées, et les neurones dopaminergiques ont été mis en évidence
a l'aide d'un anticorps primaire anti-tyrosine hydroxylase et d'un anticorps secondaire
fluorescent. Le nombre de neurones dopaminergiques a ensuite été quantifié a l'aide du
logiciel d'analyse d'image SAMBA. Les résultats sont exprimés en nombre moyen de
cellules par champ.

9 B : des neurones embryonnaires de striatum de rats ont été cultivés sur une
couche d'astrocytes transduits par le HIV-GFP ou le HIV-BDNEF. Aprés une semaine de
culture, les cellules ont été fixées, et les neurones immunoréactifs pour la calbindine ont été
détectés a l'aide d'un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Cy3. La densité
importante de ces cellules n'a pas permis d'entreprendre leur comptage. La fluorescence
moyenne a donc été quantifié a 1'aide du logiciel SAMBA. Les résultats sont exprimés en

niveau de gris moyen pour chaque condition de culture.




Résultats : chapitre 4.

afin de s'assurer que l'amplification par PCR n'avait pas introduit de mutation. Les
vecteurs lentiviraux recombinants pour le BDNF (HIV-BDNF) ou pour le GDNF (HIV-
GDNF) ont ensuite été produits par triple transfection dans la lignée cellulaire 293T, a l'aide
de l'enveloppe VSV (figure 6), puis purifiés par ultracentrifugation. Les titres des stocks de
vecteurs ont été estimés par dosage de la protéine P24.

Nous avons vérifié que la transduction de cellules par ces vecteurs entraine la
production d'un facteur trophique transgénique fonctionnel par ces cellules. Nous avons
transduit des astrocytes embryonnaires de rats en culture primaire par le HIV-BDNF ou le
HIV-GDNF a raison de 200 ng de vecteur pour 10° cellules. Une semaine plus tard, le
surnageant de ces cultures a été recueilli afin de doser par ELISA la quantité de facteur
trophique produite. Les astrocytes transduits par le HIV-BDNF produisent 31,4 ng de
BDNEF/10° cellules/24 heures et les astrocytes transduits par le HIV-GDNF produisent 61,4
ng de GDNF/ 10° cellules/24 heures. Les astrocytes transduits par un lentivirus contrdle
codant uniquement la GFP (HIV-GFP), ou non transduits, ne produisent pas de quantités
détectables de BDNF ou de GDNF.

Nous avons ensuite vérifié l'efficacité fonctionnelle des facteurs trophiques
transgéniques. Des neurones mésenphaliques embryonnaires de rats ont été mis en
culture sur une couche d'astrocytes primaires préalablement infectés par le HIV-GDNF ou
le HIV-GFP. Une semaine plus tard, les cultures ont été fixées, et les neurones
dopaminergiques mis en évidence par immunomarquage de la tyrosine hydroxylase. La
densité des cellules "tyrosine hydroxylase positives' a été estimée grace au logiciel
d'analyse d'image SAMBA. Cela a permis de mettre en évidence que la transduction des
astrocytes par le HIV-GDNF favorise la survie des neurones dopaminergiques (P<0,01
comparé aux cultures transduites par le HIV-GFP, figure 9a). L'efficacité fonctionnelle du
BDNF transgénique a été vérifiée de la méme maniére par co-culture d'astrocytes
transduits et de neurones embryonnaires de striatum de rat. La quantification de
l'immunoréactivité calbindine de ces cultures a démontré que la transduction des
astrocytes par le HIV-BDNF induit I'expression de la calbindine (P<0,005 comparé aux

cultures transduites par le HIV-GFP, figure 9b).
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Résultats : chapitre 4.

Ces données démontrent que la transduction de cellules par le HIV-BDNF ou le
HIV-GDNF entraine la production d'un facteur trophique transgénique fonctionnel par

ces cellules.

TRANSFERT DU GENE DU BDNF DANS LE MODELE DE LESION PAR L'ACIDE 3-
NITROPROPIONIQUE

En collaboration avec P. Hantraye et E. Brouillet (Orsay), nous étudions
actuellement I'effet neuroprotecteur du transfert du gene du BDNF dans un modele de
maladie de Huntington obtenu par intoxication chronique par l'acide 3-nitropropionique
(3-NP). Comme nous l'avons déja exposé lors de l'introduction bibliographique, 1'injection
systémique de 3-NP provoque, chez le rat, une dégénérescence sélective des neurones de
projection du striatum, avec une vulnérabilité liée a 1'dge de 1'animal (Beal et al., 1993 ;
Brouillet ef al., 1993). Un des problemes liés a l'utilisation de ce modele est la grande
variabilité de réponse des animaux a la toxine. Lors d'intoxication chronique par le 3-NP,
pour la méme dose, les rats Sprague-Dawley peuvent présenter des lésions minimes, ou
alors des 1ésions tres étendues, pouvant méme compromettre leur survie. Cette variabilité
rend l'utilisation de ce modele difficile dans des expériences de neuroprotection ou il est
nécessaire de comparer les animaux entre eux. Ce probleme a été résolu par le groupe
d'Orsay qui a montré que l'utilisation d'animaux consanguins, comme les rats de la souche
Lewis, permet d'obtenir des lésions striatales parfaitement reproductibles. Nous avons
donc entrepris 1'étude de l'effet neuroprotecteur du transfert du géne du BDNF dans ce
modele qui peut étre considéré comme étant plus proche de la maladie que le modele
excitotoxique pour deux raisons : (i) la mort cellulaire induite dans ce modele est due a une
baisse du métabolisme énergétique, ce qui a été observé chez les patients ; (ii)
contrairement a l'injection d'acide quinolinique qui est un modele aigu, la 1ésion par le 3-

NP se développe sur plusieurs jours, ce qui reflete mieux le processus dégénératif.
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Figure 10 : astrocytes embryonnaires de rat en culture apres transduction par le HIV-GFP.

Des astrocytes embryonnaires de rats Lewis ont été transduits par le HIV-GFP afin
d'étre greffés. Apres la greffe, I'excédant de cellules a été remis en cuture a faible densité,
puis fixé 4 jours plus tard pour étudier l'expression du transgéne et déterminer le
phénotype des cellules. A : détection de la GFP par un anticorps secondaire couplé au
fluorochrome FITC. B : comarquage GFP (fluorochrome FITC et GFAP (fluorochrome
Cy3). C : comarquage GFP (fluorochrome FITC) et vimentine (fluorochrome Cy3).

La détection de la GFP montre que toutes les cellules de la culture expriment le
transgene. De ce fait, toutes les cellules exprimant la GFAP ou la vimentine expriment
également la GFP. Cependant, certaines cellules de grande taille et étalées expriment la

GFP mais pas la GFAP ou la vimentine (B et C, pointes de fléches).




Résultats : chapitre 4.

Nous avons utilisé ce modele d'intoxication chronique par le 3-NP et une stratégie
ex vivo pour étudier I'effet neuroprotecteur du transfert du gene du BDNF :

- jour O : greffe intrastriatale d'astrocytes primaires chez le rats Lewis. Les
animaux ont été répartis en deux groupes. Les animaux du groupe
"expérimental” ont requ une greffe d'astrocytes HIV-BDNF d'un coté et
d'astrocytes HIV-GFP de l'autre. Les animaux du groupe "contrdle" ont requ
une greffe d'astrocytes non-modifiés d'un coté et une injection véhicule de
l'autre. Ce protocole permet d'estimer l'effet de la greffe d'astrocytes HIV-
BDNF pour chaque animal du groupe "expérimental”, qui possede un controle
interne, mais également de déterminer I'effet intrinseque de la greffe
d'astrocytes embryonnaires dans le modele 3-NP grace au groupe "contrdle".

- jour 14 : chaque animal est implanté avec une mini-pompe osmotique Alzet
délivrant 38 mg de 3-NP/kg/jour. A partir de ce moment, les rats sont soumis a
un suivi comportemental quotidien permettant d'évaluer I'évolution de la lésion
striatale. Lorsque cette derniere est suffisamment développée, généralement 7
jours apres I'implantation des pompes, les animaux sont sacrifiés pour I'analyse

histologique.

Une premiere expérience a été réalisée selon ce protocole, et son analyse
histologique est en cours. Des résultats préliminaires nous permettent cependant
d'affirmer que la greffe d'astrocytes embryonnaires préalablement transduit in vitro par
un lentivirus recombinant est un vecteur efficace pour le transfert de gene. Des astrocytes
embryonnaires en culture primaire ont été transduits par I'HIV-GFP. Deux jours plus tard,
les astrocytes ont été greffés dans le striatum de rats adultes. Apres la greffe, 1'excédant
d'astrocytes a été remis quatre jours en culture, puis fixé et immunomarqué pour étudier
l'expression de la GFP et le phénotype des cellules. Cela nous a permis de montrer que la
totalité des cellules exprime la GFP et ont un phénotype astrocytaire, mis en évidence par
l'expression des marqueurs GFAP et vimentine (Figure 10). Les rats ont été sacrifiés deux

semaines apres avoir regu la greffe d'astrocytes HIV-GFP. L'étude histologique a permis
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Figure 11 : greffe d'astrocytes embryonnaires de rats transduits par le HIV-GFP.

Des astrocytes embryonnaires de rats Lewis transduits par 1'HIV-GFP ont été
greftés dans le striatum de rats Lewis adultes. Deux semaines apres la greffe, les animaux
ont été sacrifiés par perfusion. La GFP a été mise en évidence par immunofluorescence a
l'aide d'un anticorps secondaire couplé au fluorochrome FITC. A : au centre du striatum, la
greffe forme une masse exprimant fortement la GFP ; quelques cellules ont migré hors de
la greffe (pointes de fléches). B : fort grossissement du coeur de la greffe. C : fort
grossissement de cellules ayant migré hors de la greffe. Echelle : 200 ym pour A et 25 ym

pour BetC.




Résultats : chapitre 4.

de montrer une bonne survie de ces cellules et une forte expression du transgene (figure
11). De plus, il apparait qu'une quantité non négligeable de cellules transduites quitte la
greffe pour s'intégrer dans le parenchyme cérébral de I'hote (figure 11). L'étude de temps
plus long permettra de mieux caractériser le comportement des astrocytes embryonnaires

transduits par un lentivirus recombinant apres greffe intrastriatale chez 1'adulte.

Ces premiers résultats nous permettent de penser que la greffe d'astrocytes HIV-
BDNF entrainera une forte production de cette neurotrophine in vivo. Ainsi, la greffe
d'astrocytes HIV-BDNF dans le modele de lésion par le 3-NP nous permettra de mieux
caractériser l'effet neuroprotecteur du transfert du gene du BDNF sur les neurones de

projection du striatum.
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DISCUSSION GENERALE
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QUEL TRANSGENE POUR LA MALADIE DE HUNTINGTON ?

Le choix du transgene pour la mise au point d'un traitement par transfert de gene
de la maladie de Huntington dépend en premier lieu du type de traitement que 1'on
souhaite développer. Durant le travail qui fait 1'objet de ce mémoire, nous avons choisi

d'explorer les deux approches possibles, restauratrice et neuroprotectrice.

THERAPIE GENIQUE RESTAURATRICE

Nous avons étudié la faisabilité d'une approche par greffe de cellules productrices
de GABA dans un modéle de la maladie de Huntington obtenu par injection intrastriatale
d'acide iboténique. Ce modele de lésion, qui provoque la mort des neurones
GABAergiques du striatum et, par voie de conséquence, entraine une chute de
I'immunoréactivité GAD dans cette structure, nous a permis de démontrer la faisabilité du
transfert du gene de la GAD par une stratégie ex vivo. Ce type d'approche devrait
permettre de restaurer le niveau de GABA qui chute lors de la maladie de Huntington, a la
fois dans le striatum, mais également au niveau de ses cibles, globus pallidus et substance
noire. Dans ce modele de 1ésion, une amélioration comportementale a pu étre apporté par
lI'implantation d'un polymere ayant la capacité de libérer du GABA sur une quinzaine de
jours (Rozas et al., 1996). Cependant, les tests comportementaux utilisés lors de cette étude
(comportement rotatoire induit par l'amphétamine et activité locomotrice nocturne
spontanée) ne permettent pourtant pas de juger de la capacité des rats a effectuer des
taches motrices complexes. Pour mener a bien une telle étude, des tests plus complexes,
comme le "paw reaching" sont requis. Cependant, leur étude nécessite une libération de
GABA a long terme : apres avoir récupéré de l'opération, les rats doivent étre soumis a

une diete de trois jours avant de pouvoir commencer le test qui dure un minimum de dix
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jours. L'utilisation de greffe de cellules génétiquement modifiées pour produire et libérer
du GABA, gréce au transfert du gene de la GAD, permettra d'obtenir une libération locale
de GABA sur une période suffisamment longue pour mener a bien ces études.

Pour des raisons que nous avons exposées précédemment (Résultats, chapitre 1,
page 79) et qui tiennent a I'organisation en série des circuits GABAergiques, une thérapie
restauratrice par apport systémique d'un analogue du GABA n'est pas envisageable pour
la maladie de Huntington (Isacson et al., 1991). Seul l'apport local de GABA pourrait
apporter une solution thérapeutique. Cet apport local peut étre réalisé par implantation
intracérébrale de mini-pompes, comme les polymeres utilisés par Rozas et al., ou par une
stratégie ex vivo, comme le systéeme que nous avons développé. Cette deuxieme méthode
serait plus appropriée dans le cas d'une application clinique car, a la suite d'une
intervention unique consistant a greffer les cellules productrices de GABA, elle permet
d'obtenir une libération a long terme de GABA. L'étude de cette stratégie dans différents
modeles de la maladie de Huntington permettra d'évaluer l'importance d'une libération
régulée du GABA pour I'obtention d'une récupération fonctionnelle.

Dans le cadre d'un traitement de type restaurateur, l'effet des greffes de cellules
striatales embryonnaires est déja bien caractérisé dans les modeles expérimentaux de la
maladie. Il a été montré que la greffe de ces cellules permet la reconstruction d'une voie
cortico-striato-pallidale fonctionnelle chez le rat (Bjorklund et al., 1994b). Sur cette base, des
essais cliniques sont en cours. L'importante somme de données bibliographique décrivant
l'effet des greffes de cellules striatales embryonnaires dans les modéles expérimentaux de
la maladie de Huntington pourra fournir une base pour I'évaluation des greffes de cellules
productrices de GABA. Cela permettra de déterminer si la greffe de ces cellules peut
représenter une alternative a la greffe de cellules striatales embryonnaires qui présente
des limitations en termes de quantité et de reproductibilité du matériel utilisé pour la
greffe.

Enfin, I'étude chez le rat de la différenciation des greffes de cellules striatales
embryonnaires montre la reconstruction par ces cellules de la voie striato-pallidale, mais

pas de la voie striato-nigrale (Bjorklund et al., 1994b). Les essais cliniques qui sont en cours
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de réalisation permettront de savoir si I'on observe le méme phénomene chez les patients,
et si la reconstruction de la voie striato-pallidale suffit a améliorer les fonctions motrices et
cognitives des patients. Dans le cas contraire, on pourrait utiliser de maniére conjointe la
greffe de cellules striatales embryonnaires et la greffe de cellules génétiquement modifiées
pour produire du GABA. On peut en effet envisager un effet synergique, la premieére
permettant la reconstruction d'une voie striato-pallidale fonctionnelle, la seconde

apportant du GABA au niveau de la pars reticulata de la substance noire.

THERAPIE GENIQUE NEUROPROTECTRICE

Dans le cas de la maladie de Huntington, le développement d'une thérapie
neuroprotectrice est une idée particulierement attractive. En effet, du fait de la nature
génétique de la maladie et de la pénétrance complete de la mutation, il est possible de
prédire qui développera la maladie dans les familles atteintes. Les symptomes
apparaissant la plupart du temps a I'dge adulte, il est donc possible d'intervenir de manieére

préventive.

Transfert d'un géne neuroprotecteur : la superoxyde dismutase

Nous avons étudié I'effet neuroprotecteur du transfert du gene de la superoxyde
dismutase dans un modéle de dégénérescence neuronale in vitro induit par le glutamate.
Cela nous a permis de montrer que la surexpression de la superoxyde dismutase par des
neurones de striatum en culture primaire permet de protéger totalement ces neurones de
la toxicité due au glutamate. Le vecteur adénoviral que nous avons utilisé pour réaliser le

transfert du gene de la superoxyde dismutase, 'Ad-hCuZnSOD, a été utilisé dans d'autres
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modeles, ce qui a permis de mettre en évidence ces capacités neuroprotectrices dans des
approches in vitro (Barkats et al., 1999) et ex vivo (Barkats et al., 1997). Cependant, comme
nous l'avons déja souligné (résultats, chapitre 2, page 101), obtenir un bénéfice
thérapeutique a la suite du transfert du gene de la SOD semble difficile pour le moment.
En effet, pour obtenir une neuroprotection sensible, il faudrait transduire une tres large
proportion des neurones de projection du striatum, condition qui ne peut étre remplie par

les vecteurs actuellement disponibles.

Transfert de génes de facteurs neurotrophiques

Nous avons étudié l'effet du transfert des genes du BDNF et du GDNF dans des
approches neuroprotectrices. Les facteurs neurotrophiques sont des candidats tres
intéressants pour le développement de traitements pour les maladies neurodégénératives.
Cela est encore plus vrai pour la maladie de Huntington qui se préte bien a un traitement
neuroprotecteur. Plusieurs facteurs neurotrophiques sont potentiellement intéressants.
Parmi eux, les plus étudiés dans les modeles expérimentaux de la maladie sont sans doute
le NGF et le CNTF. L'efficacité de ce dernier a été mis en évidence dans des modeles de
type excitotoxique lorsqu'il est apporté sous forme de protéine recombinante (Anderson
et al., 1996), ou par une méthode ex vivo utilisant des cellules encapsulées et génétiquement
modifiées pour produire du CNTF (Emerich et al., 1997a ; Emerich ef al., 1996). Ces études,
menées sur le rat, ont été reproduites sur des primates (Emerich et al., 1997b).

Les études portant sur le NGF ont montré que ce dernier apporté de maniere ex
vivo est capable de protéger les neurones du striatum dans un modele de lésion
excitotoxique (Frim et al., 1993a ; Frim et al., 1993b ; Martinez-Serrano et Bjorklund, 1996 ;
Schumacher et al., 1991). Cependant, aucune de ces études ne rapporte une amélioration
comportementale des animaux. Il est possible que le NGF permette une survie des

neurones sans que leur fonction reste integre. Cela semble suggéré par 1'étude de Frim et
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al. qui démontre que, apres traitement par le NGF, la zone du striatum soumise a un stress
mis en évidence par le marqueur HSP72, est beaucoup plus grande que celle out I'on
observe effectivement de la mort cellulaire (Frim et al., 1993b).

Plus récemment, le BDNF et le GDNF ont suscité un intérét important dans le cadre
de la maladie de Huntington. Dans un premier temps, il est apparu que le BDNF ne
semblait capable de protéger les neurones de projection du striatum que de maniere
partielle (Frim et al., 1993a ; Martinez-Serrano et Bjorklund, 1996). Les travaux que nous
avons réalisés (résultats, chapitre 3, page 110) ont permis d'une part de confirmer cette
protection apportée par le BDNF, d'autre part de démontrer qu'une neuroprotection par
transfert de géne direct est possible dans le modele de 1ésion excitotoxique striatale. Ces
résultats sont renforcés par une publication récente qui montre que la greffe intrastriatale
de cellules productrices de BDNF induit 'augmentation de la taille du soma des neurones
du striatum exprimant I’ARNm de la préprotachykinine A, le précurseur de la substance P,
et prévient les dommages induits par l'injection d'acide quinolinique (Pérez-Navarro et al.,
1999b).

Le GDNF a fait I'objet de plusieurs études appliquées a des modéles expérimentaux
de la maladie de Huntington. Il a été montré que ce facteur trophique induit la protection
des neurones de projection du striatum dans le modele de lésion par l'acide quinolinique
(Araujo et Hilt, 1997), et dans le modele de 1ésion par 1'acide 3-nitropropionique (Araujo et
Hilt, 1998). Cependant, nos résultats obtenus apres transfert du gene du GDNF dans le
modele de lésion par l'acide quinolinique indiquent que cette protection par le GDNF ne
semble que partielle (résultats, chapitre 3, page 112). Cela est confirmé par une étude
publiée récemment, et qui démontre que seuls les neurones de la voie striato-nigrale sont

protégés par le GDNF (Pérez-Navarro et al., 1999a).

La récapitulation de ces études ayant pour but de développer un traitement
neuroprotecteur pour la maladie de Huntington a l'aide de facteurs connus pour leurs
propriétés trophiques sur différentes populations neuronales appelle plusieurs

commentaires.
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Premierement, la plupart de ces études ont été réalisées a l'aide d'un modele
excitotoxique. Bien que ce modele reproduise de nombreuses caractéristiques de la
maladie de Huntington, il ne refléte pas un processus neurodégénératif progressif mais
plutdt une lésion aigué. Il est donc important de confirmer ces résultats dans des modeles
plus progressifs. C'est le but que nous poursuivons actuellement en utilisant le modele de
lésion du striatum par intoxication chronique par 1'acide 3-nitropropionique. Dans cette
optique, les modeles transgéniques de la maladie présentent également un grand intérét.
Cependant, les données concernant la caractérisation de ces modeles paraissent pour le
moment insuffisantes si l'on souhaite les utiliser pour tester des traitements
expérimentaux. En effet, dans ces modeles, non seulement la perte neuronale est difficile a
mettre en évidence, mais de plus le processus conduisant a la mort cellulaire n'est pas
exactement connu (Price et al, 1998 ; Reddy et al, 1999). Actuellement, les modeles
pharmacologiques restent donc les mieux caractérisés et les plus faciles d'emploi.

Deuxiémement, le mécanisme d'action et le réle exact des facteurs trophiques sont
souvent mal connus. Dans le cas du BDNF, plusieurs hypotheses peuvent étre avancées
pour expliquer son effet neuroprotecteur dans le modele de 1ésion par l'acide quinolinique.
Cet effet pourrait étre di a l'induction de I'expression des protéines liant le calcium par le
BDNEF. La cellule aurait alors une meilleure capacité a tamponner le calcium intracellulaire,
elle deviendrait ainsi plus résistante a I'excitotoxicité (Nakao et al, 1995). L'effet
neuroprotecteur du BDNF pourrait également passer par un mécanisme anti-apoptotique.
Il a été montré que la lésion par l'acide quinolinique entraine une mort par apoptose
(Portera-Cailliau et al., 1995), et que le BDNF a une action anti-apoptique dans différents
modeles de neurodégénérescence (Bhave et al., 1999 ; Kaal et al., 1997), en particulier dans
celui induit par la transfection de culture primaire de striatum par une version mutée du
gene IT15 (Saudou et al., 1998). En ce qui concerne le GDNF, il a été récemment montré
que ses récepteurs, c-ret et GFR-alphal, sont exprimés dans le striatum (Pérez-Navarro et
al., 1999a). Bien que faible, cette expression augmente lors d'une lésion par l'acide
quinolinique (Pérez-Navarro et al., 1999a). Cette expression des récepteurs du GDNF

permet d'expliquer 1'effet protecteur de ce facteur trophique (résultats, chapitre 3, page
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112 ; Araujo et Hilt, 1997 ; Araujo et Hilt, 1998 ; Pérez-Navarro et al., 1999a ; Pérez-Navarro
et al., 1996). Cependant, les mécanismes intracellulaires induits par le GDNF et permettant
la protection vis-a-vis des excitotoxines restent flous.

Enfin, on peut se demander si les facteurs trophiques agissent directement sur les
neurones de projection du striatum ou indirectement, en stimulant une autre population
cellulaire qui apportera en retour un support trophique aux neurones de projection du
striatum. Cette derniere possibilité semble étre le cas en ce qui concerne le NGF et le

5NTR

CNTF. En effet, I'expression des récepteurs du NGF, p7 et TrkA, ne peut étre mise en
évidence au niveau des neurones de projection du striatum. De plus l'effet
neuroprotecteur du NGF n'est sensible que si son administration intervient plusieurs jours
avant la 1ésion (Martinez-Serrano et al., 1995). Dans le cas du CNTF, on observe le méme
délai, entre 1'administration du facteur et la lésion par la toxine, nécessaire a la mise en
évidence de 1'effet neuroprotecteur (Anderson et al., 1996 ; Emerich et al., 1996). Ce délai
plaide en faveur d'un mécanisme d'action indirect. Dans le cas du GDNF, la situation
semble quelque peu différente. Contrairement au CNTF et au NGF, on observe une
protection des neurones de projection du striatum lorsque le GDNF et la toxine sont
administrés de manieére concomitante (Araujo et Hilt, 1997 ; Araujo et Hilt, 1998), ce qui
semble indiquer que le GDNF agit directement sur les neurones de projection du striatum.
Enfin, les données accumulées sur l'expression du BDNF et de son récepteur TrkB dans le
striatum suggerent une action directe de cette neurotrophine sur les neurones de
projection du striatum. Il a été montré que le BDNF est impliqué dans 1'établissement du
phénotype des neurones de projection du striatum lors du développement de cette
structure (Ivkovic et al., 1997). De plus le BDNF est présent dans le striatum chez 1'adulte
ot il provient des neurones corticaux par transport antérograde (Altar ef al., 1997). Le
récepteur TrkB est quant a lui localisé au niveau post-synaptique, c'est-a-dire sur les
neurones de projection du striatum (Wu et al., 1996). Cela indique que le BDNF doit avoir

une importance fonctionnelle pour les neurones du striatum.

En résumé, le ou les mécanismes cellulaires induits par les facteurs trophiques cités
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plus haut et expliquant leur effet protecteur dans les modeles de neurodégénérescence
sont mal connus. Cela n'empéche pourtant pas leur utilisation dans un contexte clinique et
il est envisageable de tester un tel facteur chez des patients une fois l'efficacité et l'innocuité
de ce facteur démontré dans des modeles fiables de la maladie de Huntington. Il est
cependant nécessaire d'étudier les mécanismes d'actions des facteurs trophiques. Cela
permettrait a la fois de mieux comprendre le processus neurodégénératif, et de prévoir
des effets secondaires éventuels. Dans ce cadre, les facteurs ayant un effet direct sur les
cellules a protéger seraient d'un emploi plus aisé car leur mode d'action sera plus facile a
déterminer que celui d'un facteur ayant une action indirecte. Ainsi, dans le cas du BDNF, il
serait par exemple trés intéressant d'étudier son effet sur la régulation de I'expression de

protéines impliquées dans les mécanismes apoptotiques ou excitotoxiques.

CONCLUSION

L'apport de la thérapie génique dans les traitements de type restaurateur n'est pas a
négliger. A mesure que la connaissance progressera dans le domaine des greffes de
cellules striatales embryonnaires, il peut s'avérer que ce type de thérapie ne soit pas
suffisant pour obtenir une totale récupération de la fonction altérée lors de la maladie de
Huntington. Dans ce cas de figure, le transfert d'un géne "restaurateur" de cette fonction
pourrait compléter l'effet dti a la greffe.

Actuellement, I'expérience acquise dans le domaine de la greffe intracérébrale de
cellules d'origine embryonnaire, dans le cadre de la maladie de Huntington, mais surtout
de la maladie de Parkinson, fait que ce type de stratégie est actuellement en phase de
développement clinique. Cependant, de grands espoirs sont fondés sur le transfert de
genes permettant une neuroprotection. En effet, dans le cadre de la maladie de
Huntington, une neuroprotection efficace permettrait d'arréter le processus

neurodégénératif avant I'apparition des symptdmes. Comme nous venons de l'exposer,
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plusieurs facteurs trophiques présentent des propriétés intéressantes pour la mise en
ceuvre d'un traitement neuroprotecteur dans le cadre de la maladie de Huntington. Pour
aboutir a une application clinique dans les conditions les plus favorables possibles, il faudra
avoir caractériser l'effet du facteur neuroprotecteur a l'aide des modeles les plus proches
de la maladie sur le plan physiopathologique. De plus, il faudra avoir développé un
systeme de transfert de géne permettant une expression adéquate du transgene sans

risque pour les patients.
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QUELLE THERAPIE GENIQUE POUR LES MALADIES NEURODEGENERATIVES ?

La thérapie génique, qui consiste a apporter un matériel génétique spécifique dont
I'expression va permettre de corriger un dysfonctionnement cellulaire, représente un
grand espoir dans le cadre des maladies neurodégénératives. En effet, dans la plupart de
ces pathologies, les traitements de type pharmacologique sont peu efficaces ou inexistants.
Pourtant, de nombreux facteurs de nature protéique sont connus pour favoriser la survie
de populations neuronales spécifiques, atteintes lors de telle ou telle pathologie, mais leur
emploi est souvent entravé par l'obstacle représenté par la barriere hématoencéphalique.
Le transfert de gene, en permettant un apport localisé et ciblé de ces facteurs au cceur du
parenchyme cérébral, autorisera leur utilisation dans un contexte clinique.

L'intérét majeur suscité par les perspectives de la thérapie génique a été quelque
peu modéré depuis le début des années 1990, période a laquelle les premiers essais
cliniques ont débuté. En effet, a partir de ce moment, il est apparu que l'efficacité des outils
utilisés était trop faible pour atteindre un effet thérapeutique. En particulier, lors de ces
essais, le niveau d'expression des transgenes potentiellement thérapeutiques était la
plupart du temps insuffisant. De nombreuses équipes travaillent a l'amélioration des

vecteurs dans le but de maitriser le niveau et le ciblage de I'expression des transgenes.

Actuellement, ce sont les vecteurs de types viraux qui présentent les meilleurs
potentiels pour la mise en ceuvre d'une thérapie génique in vivo du systeme nerveux
central. A la suite d'une injection unique dans le parenchyme cérébral, ils permettent de
transduire un grand nombre de cellules qui vont alors exprimer le transgéne sur une
longue période. Pourtant, 1'injection intracérébrale d'un vecteur viral ne pourra se faire
chez 'homme avant que l'innocuité de ce type de stratégie ne soit démontrée chez
I'animal. Le vecteur adénoviral que nous avons utilisé pour réaliser les travaux présentés
dans ce mémoire présente I'avantage de conduire a une expression importante et sur une

longue période du transgene dans un grand nombre de cellules apres une injection unique
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dans le systeme nerveux central du rongeur. Cependant, il entraine également une
inflammation et une réaction immunitaire qui interdisent son utilisation en clinique pour
les maladies neurodégénératives. En effet, si I'on prend l'exemple d'une stratégie de
transfert d'un géne neuroprotecteur, déclencher une réaction immunitaire dirigée contre
les cellules que l'on cherche a protéger pourrait étre délétere pour le patient. Le
développement de vecteurs viraux moins immunogenes permet cependant d'espérer que,
dans un avenir proche, un vecteur autorisant le transfert de gene intracérébral dans des
conditions optimales de sécurité sera disponible. Dans cette optique, les vecteurs
adénoviraux de nouvelle génération, les vecteurs viraux associés a l'adénovirus et les
vecteurs lentiviraux sont des candidats prometteurs.

Le patron d'expression du transgene est une autre limite a laquelle se heurte le
transfert de gene intracérébral direct chez 1'homme. Pour obtenir un bénéfice
thérapeutique durable, une expression a long terme dans un type cellulaire spécifique sera
sans doute nécessaire. L'emploi de promoteurs conduisant a une expression ciblée
permettra certainement d'améliorer le potentiel thérapeutique du transfert de géne. Ainsi,
si un facteur donné ne fonctionne que par un mécanisme autocrine, il faudra restreindre
son expression aux cellules présentant un dysfonctionnement. Au contraire, si un
mécanisme paracrine est nécessaire, il faudra restreindre l'expression aux cellules
environnant celles présentant le dysfonctionnement. Des études menées récemment
montrent qu'une telle spécificité d'expression est réalisable dans le systeme nerveux
central : il est possible, a la suite d'un transfert de géne direct par adénovirus recombinant,
de restreindre l'expression du transgene aux neurones a l'aide d'un promoteur spécifique
de ces cellules (Navarro et al., sous presse) ou méme d'un promoteur ubiquitaire couplé a
un silenceur restreignant 1'expression aux neurones (Millecamps et al., 1999). Ce type de
promoteur permettra d'étudier les bénéfices d'un apport de type autocrine du facteur
destiné a protéger les neurones, alors que les effets d'un mécanisme paracrine pourront
étres analysés grace a l'utilisation de promoteurs spécifiques des cellules gliales.

Enfin, pour le transfert de géne direct, la régulation de I'expression du transgene est

une question importante, tant en termes d'efficacité thérapeutique que de sécurité.
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Controler finement l'expression du transgene garantira la libération d'une dose optimale
du facteur in situ, et permettra, le cas échéant, d'arréter son expression. Des systemes
ayant la capacité de réaliser un tel contrdle de I'expression ont été mis au point. Le plus
étudié de ces systémes est celui qui repose sur l'utilisation de transactivateurs extraits de
l'opéron de résistance a la tétracycline du transposon 10 d'Escherichia coli. Ces
transactivateurs, dont l'activité est régulée par la tétracycline et ses analogues, ont été
adaptés pour pouvoir contrdler des promoteurs eucaryotes (Gossen et Bujard, 1992 ;
Gossen et al., 1995 ; Mayford et al., 1996). Des travaux menés dans le laboratoire ont
montré que ce systéme peut étre inclu dans un adénovirus recombinant, ce qui permet de
réguler 1'expression d'un transgene thérapeutique, a la fois dans une approche in vivo, par
injection intracérébrale directe du vecteur (Corti ef al., 1999a), et dans une approche ex vivo,
par greffe de cellules progénitrices préalablement infectées in vitro (Corti et al., 1999b).

La réunion de tous ces progres récents, immunogénicité moindre, expression

cellulaire restreinte et régulée, permet d'espérer a breve échéance la mise au point d'un

vecteur utilisable pour une application clinique dans les pathologies neurodégénératives.

Au cours de cette these, nous nous sommes particulierement intéressés au transfert
de genes de facteurs neurotrophiques sur lesquels un grand espoir est fondé dans le cadre
des pathologies neurodégénératives en général et de la maladie de Huntington en
particulier. De par le mécanisme d'action des facteurs trophiques, qui passe par une étape
de sécrétion par la cellule transduite, le transfert de géne de ces facteurs se préte
particulierement a une stratégie de type ex vivo. Pour une application a 1'homme, le
transfert de geéne ex vivo présente certains avantages par rapport au transfert de gene
direct.

Premierement, il évite l'injection intracérébrale d'un vecteur viral potentiellement
immunogene. En utilisant un vecteur viral capable de modifier génétiquement les cellules
a greffer de fagon stable sans qu'elles expriment des genes viraux par la suite, il devient
possible de réaliser un transfert de gene ex vivo qui ne risque pas d'interférer avec le

systeme immunitaire. Un tel vecteur viral existe déja : les lentivirus recombinants
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conduisent a l'intégration du transgene dans la cellule transduite, et leur génome ne
contient pas de génes viraux.

Ensuite, de nombreux types cellulaires destinés a réaliser un transfert de gene ex
vivo ont déja été étudiés. Cela inclut des cellules d'origine nerveuse, provenant de lignées
immortalisées conditionnellement (pour une revue, lire Martinez-Serrano et Bjorklund,
1997) ou de progéniteurs en culture primaire (pour une revue, lire Fisher, 1997). Ce type
de cellules a un fort potentiel pour une application aux pathologies neurodégénératives car
elles ont conservé la capacité de s'intégrer dans le systeme nerveux central. De plus, elles
ont également des capacités de migration. Ainsi, nous avons vu que les cellules HiB5 sont
capables de coloniser tout le striatum chez le rat (résultats, chapitre 1). Dans le cas ou un
facteur devrait étre libéré au voisinage immédiat d'un neurone pour assurer sa protection,
cette propriété des cellules a coloniser I'ensemble d'une structure anatomique pourrait
s'avérer cruciale pour obtenir un effet thérapeutique. Récemment, il a été montré que des
astrocytes provenant de tissu cérébral humain adulte peuvent étre maintenus, amplifiés et
transduits in vitro (Ridet et al., 1999). Ce type de cellules représente certainement l'avenir
du transfert de gene intracérébral ex vivo, car il permettra de développer des stratégies de
greffes autologues et donc un transfert de géne sans aucun risque de rejet immunitaire.

En dernier lieu, des systéemes ont été développés afin de maitriser le devenir des
cellules apres la greffe intracérébrale. Ainsi, le systeme d'encapsulation dans une
membrane semi-perméable permet la greffe de cellules tumorales modifiées pour
produire le facteur neuroprotecteur (Aebischer et al., 1996a ; Aebischer et al., 1996b). La
membrane empéche le développement tumoral des cellules, mais laisse diffuser le facteur
s'il est suffisamment petit, ce qui est le cas des facteurs trophiques. De plus, elle préserve
les cellules greffées du systeme immunitaire de I'héte. Enfin, en cas de nécessité, la capsule
peut étre retiré sans dommages pour l'hote. Pour une application clinique, une telle
technique destinée a éliminer les cellules greffées serait également un avantage certain
dans le cas des cellules qui s'intégrent dans le parenchyme de l'hote. Il serait donc
important de développer ce type de systeme, par exemple en utilisant un transgéne

"suicide” entrainant I'élimination des cellules greffées en réponse a un agent

-151 -



Discussion générale

pharmacologique.

Dans l'avenir, c'est la multiplication des études de transfert de genes a potentiels
thérapeutiques dans des modeles expérimentaux de maladies neurodégénératives qui
conduira a 1'élaboration de protocoles cliniques. Le choix de la méthode de transfert de
gene dépendra a la fois de la pathologie - nombre, dispersion et phénotype des cellules a
transduire - et de la nature du transgene - propriété de diffusion permettant une action
thérapeutique a longue distance, nécessité d'étre exprimé a l'intérieur méme de la cellule
présentant le dysfonctionnement.

Pour la maladie de Huntington, la greffe de cellules gliales capables de produire et
de libérer un facteur trophique apres avoir colonisé le noyau caudé et le putamen apparait
comme une des perspectives les plus intéressantes pour ralentir la progression de la

maladie.
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