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Contexte socioéconomique et scientifique (env. 10 lignes) :

La maladie de Stargardt, qui est causée par des mutations du géne ABCA4, est la maladie rétinienne
héréditaire monogénique la plus répandue et entraine une perte de la vision. A I'heure actuelle, il
n'existe malheureusement aucun traitement et c’est pourquoi 'utilisation de virus adéno-associés (AAV)
pour transporter ce gene sain dans les cellules rétiniennes pourrait y remédier. Cependant, I'une des
principales limitations est la taille du gene ABCA4 qui ne peut étre encapsidé dans un seul AAV. Il a été
envisagé de « couper » le gene ABCA4 en deux fragments et de les intégrer dans deux AAV. Apres
injection dans la rétine, la recombinaison au niveau ADN ou protéique permet de générer la protéine
dans sa globalité. Néanmoins, la principale limite de cette stratégie nommeée « dual-vector » réside dans
son processus aléatoire de rencontre.

Hypothéses et questions posées (env. 8 lignes) :

L'assemblage moléculaire de deux vecteurs AAV, soit par couplage covalent soit par interaction
supramoléculaire, portant chacun une partie du gene d’intérét pourrait permettre de les acheminer
simultanément jusqu’au noyau de la cellule rétinienne. Cela permettrait une recombinaison optimale, et
non plus aléatoire, des deux fragments d’ADN pour former le géne sain ABCA4. L'objectif de cette these,
a l'interface entre la vectorologie (UMR INSERM 1089) et la chimie organique (UMR CNRS 6230) sera
d’associer de facon chimique deux AAV porteurs chacun d’un fragment du gene ABCA4. Pour cela, nous
utiliserons un connecteur organique en se basant sur les différentes techniques de bioconjugaison d’AAV
développées dans les deux laboratoires.

Grandes étapes de la thése (env. 12 lignes) :

Lors de cette thése, I'étudiant recruté aura en charge la synthése des assemblages moléculaires qui
seront capables de connecter deux AAV différents. Pour créer des diméres-AAV de maniére covalente,
nous utiliserons une réaction de cycloaddition alcyne-azoture (SPAAC) liant un premier AAV
fonctionnalisé avec un azoture (AAV-N3) a un second AAV fonctionnalisé avec un groupe
dibenzocyclooctyne (AAV-DBCO). Pour l'assemblage supramoléculaire, nous utiliserons le couple
adamantane / B-cyclodextrine, un systéme supramoléculaire bien établi connu pour former des
complexes d'inclusion hautement stables (Ka=10* M™). Les AAV seront pré-fonctionnalisés avec les
différents partenaires grace a des réactions de bioconjugaison. Lors de cette thése [I'étudiant
s'intéressera a synthétiser les molécules d’intéréts, a modifier les AAV par bioconjugaison (lysine,
tyrosine, cystéine), a valider le couplage covalent des AAV par des techniques de biologie moléculaire et
enfin a évaluer I'efficacité de ces vecteurs in vitro.
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Compétences scientifigues et technigues requises par le candidat (2 lignes) :

L’étudiant(e) devra faire preuve de rigueur et d’'une capacité de travail en équipe. ll/elle devra maitriser la synthése organique. Des
connaissances des techniques de base de biologie moléculaire seront appréciées.
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