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[. INTRODUCTION

1 LE GLIOBASTOME
1.1 GENERALITES

Les gliomes désignent 1’ensemble des tumeurs qui se développent a partir de cellules
gliales. Auparavant, ceux-ci étaient divisés en sous-catégories selon des critéres
histopathologiques. Plus récemment, dans la cinquiéme version de la classification des
tumeurs du systéme nerveux central (SNC) réalisée par I’OMS, les gliomes ont été divisés en
trois catégories selon des critéres histologiques, moléculaires et génétiques (Figure 1). Ainsi,
les gliomes comprennent les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les glioblastomes
(GBM) [1]. Parmi ces trois derniers, le glioblastome est le plus courant et le plus agressif. Il
est associé a un grade 4, indiquant qu’il s’agit d’une tumeur hautement maligne conduisant
rapidement a la mort si aucun traitement n’est suivi [1]. Le pronostic vital des patients,
majoritairement agés de 75 a 84 ans, est d’ailleurs généralement trés mauvais [2]. L’espérance
de vie médiane est estimée a 15 mois aprés le diagnostic, et seulement 3 mois si aucun
traitement n’est suivi [3][4]. Les facteurs de risque, autres que 1’age, restent peu connus.
Actuellement, seules les radiations ionisantes ont montré un réel impact sur le développement

du GBM [2][3].

D’un point de vue tissulaire, le GBM se distingue des gliomes de bas grade par une activité
mitotique ¢élevée, une prolifération vasculaire importante et la présence de régions nécrotiques
[2][5][6]. Le microenvironnement tumoral est qualifié¢ de « froid » ou « immunosuppressif »,
indiquant une faible infiltration de cellules immunitaires au site de la tumeur [7]. Le GBM est
¢galement défini comme « IDH-wildtype », contrairement aux autres gliomes dans lesquels

I’isocitrate déshydrogénase (IDH), enzyme clé du cycle de Krebs, est mutée [1][8].

Dans la majorité des cas, le GBM est une tumeur primaire, ¢’est-a-dire qu’elle se développe
de novo sans précurseur tumoral connu [3][9]. Son origine reste a ce jour controversée : (i) la
théorie de dédifférenciation postule que la perte de suppresseurs de tumeur et 1’activation
d’oncogénes entrainent I’initiation du GBM a partir d’astrocytes, (ii) la théorie des cellules
souches suggere que la tumeur se développe a partir de cellules souches neurales et de
progéniteurs [10]. Ces dernicres ont la capacité, dans des expériences de xénogreffes, de
s’auto-renouveler et de former des tumeurs secondaires. On parle alors de cellules souches
cancéreuses (CSCs, Cancer Stem Cells) ou, dans le cas du glioblastome, de cellules souches

de GBM (GSCs, Glioblastoma Stem-like Cells) [2][11].



Gliome diffus

Immunohistochimie de
IDH1 R132H

=

G Muté

Séquencage de IDH1 et 2

Q Muté 0

* Nécrose Co-délétion 1p19q
Prolifération
o %
* Mutation promoteur TERT
* Amplification du géne EGFR
* Chromosome [+7/-10]

>

Q Co-délété

Aucun présent Q 0 Au moins un présent

Autre tumeur / non Glioblastome
classifiée IDH-wildtype

Astrocytome

Oligodendrogliome

IDH-mutant IDH-mutant, co-délété 1p19q

Figure 1. Classification des gliomes diffus. Clé dichotomique basée sur la cinquieme édition de la
classification des tumeurs du CNS selon I’OMS. Image adaptée Gaillard & Yap, 2022.

1.2 DIAGNOSTIC ET TRAITEMENTS

Le diagnostic du GBM démarre généralement avec un examen neurologique, suivi par des
tests d’imagerie médicale (IRM, tomographie) pour déterminer la taille et la localisation de
la tumeur. Des analyses histopathologiques sont ensuite réalisées a partir de biopsies afin

d’établir le type de tumeur ainsi que d’évaluer son agressivité [6].

Actuellement, le traitement standard du GBM est multimodal. Il repose sur une résection
maximale de la masse tumorale, suivie par une combinaison de radio- et de chimiothérapie
avec du témozolomide (TMZ), un agent alkylant qui induit I’apoptose des cellules en division
[12]. En dépit de ces traitements, le pronostic des patients reste extrémement mauvais, avec

seulement 2% de survie au-dela de 5 ans pour les patients agés de plus de 65 ans [2].

Plusieurs facteurs modulent 1’efficacité des thérapies classiques. D’abord, 1’efficacité
variable d’un traitement au TMZ pour les patients de GBM s’explique par des facteurs
génétiques, c’est notamment le cas selon le statut de méthylation de la O6-guanine ADN

méthyltransférase (MGMT) impliquée dans la réparation de I’ADN. Lorsque le promoteur de
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celle-ci est méthylé, I’enzyme est désactivée et 1’efficacité du TMZ est maximale [13]. La
barricre hémato-encéphalique, dont le role est de maintenir 1’homéostasie du cerveau,
constitue un autre frein a la distribution de beaucoup de médicaments dans celui-ci. Seules

les molécules liposolubles de petite taille (< 400 Da) peuvent la traverser [14][15][16].

La mortalité importante associée au GBM en dépit de ces traitements est la conséquence
d’une récurrence quasiment systématique de la tumeur. Cette derniére résulte d’une résection
incompléte de la masse tumorale en raison de son aspect diffus ainsi que de la résistance de
certaines cellules aux thérapies classiques, notamment les GSCs. Ces cellules jouent d’ailleurs
un role particulierement important dans la résurgence du GBM. Bien que majoritairement
présentes au site de la tumeur, celles-ci ont la capacité de migrer vers la zone sous-
ventriculaire (ZSV), une région située pres des ventricules latéraux et définie comme une
niche neurale de cellules souches (Figure 2) [17]. La migration des GSCs a travers le corps
calleux pour rejoindre la ZSV les rend inaccessibles pour la résection chirurgicale et leur

confere une résistance accrue aux traitements classiques [11][18].

CC

MT

Figure 2. Migration des GSCs a partir de la masse tumorale (MT) vers la zone sous-ventriculaire (ZSV)
en passant par le corps calleux (CC). Figure adaptée de [18].

Dans le but de contourner cette résistance et d’améliorer la survie des patients, d’autres
méthodes de traitements sont activement recherchées. Parmi les nouvelles stratégies
thérapeutiques encourageantes, on compte |’'immunothérapie, I’utilisation de petites
molécules inhibitrices, la thérapie par les cellules souches, 1’édition de génome par
CRISPR/Cas9 ou encore la virothérapie, c’est-a-dire 1’utilisation de virus oncolytiques
[12][14]. Etant donné I’implication des GSCs dans la résistance aux traitements et la
résurgence de la tumeur, ces cellules représentent une cible de choix pour améliorer la survie

des patients de GBM [19].



2 LES VIRUS ONCOLYTIQUES
2.1 DESCRIPTION

Un virus oncolytique peut étre défini comme un virus ayant la capacité d’intégrer, de se
répliquer et de causer la lyse spécifiquement dans des cellules tumorales, tout en épargnant le

tissu sain [20].

Outre leur action lytique sur les cellules infectées, les virus oncolytiques ont également un
effet indirect majeur permettant de stimuler la réponse immunitaire antitumorale chez 1’hote
[21][22]. En effet, la libération d’antigénes a la fois viraux et tumoraux dans le milieu
extracellulaire provoque le recrutement de cellules des réponses innée et adaptative au site de
la tumeur (e.g. macrophages, lymphocytes T), indiquant un shift d’un microenvironnement
tumoral froid vers un chaud [23]. Ce passage d’un microenvironnement froid vers chaud
permet de réduire 1’évasion de la tumeur face au systéme immunitaire, cette dernicre étant
I’'une des caractéristiques du cancer. On observe notamment une polarisation des
macrophages, cellules immunitaires de la réponse innée, d’un phénotype immunosuppressif
(M2) vers un profil pro-inflammatoire (M1). Ces macrophages de type M1 sont capables
d’activer a leur tour une réponse immunitaire adaptative antitumorale [24]. Généralement,
I’efficacité des virus oncolytiques est augmentée par un armement permettant 1’expression
d’un transgene visant a détruire les cellules infectées mais également a exprimer des agents
thérapeutiques directement au site de la tumeur, par exemple des cytokines pro-

inflammatoires [25].

Parmi toutes les recherches sur les virus oncolytiques, celles sur les virus oncolytiques de
I’herpes simplex, notés oHSV, sont les plus avancées a ce jour. Le T-VEC (Talimogene
Laherparepvec), un virus de 1’herpés simplex de type 1 modifié pour se répliquer
spécifiquement dans les cellules tumorales, a été le premier virus oncolytique approuvé par
la FDA (Food and Drug Administration) des 2015 pour le traitement des mélanomes [26][22].
Depuis lors, d’autres traitements basés sur oHSV ont montré leur efficacité contre plusieurs
types de cancers, y compris le GBM. Certains d’entre eux, notamment G17A, M032 ou

rQNestin34.5v.2, sont actuellement en phases préclinique et clinique [22][27].

2.2 LES VIRUS DE L’HERPES SIMPLEX ONCOLYTIQUES (OHSYV)
2.2.1 GENERALITES SUR HSV-1

Le virus de I’herpes simplex de type 1 (HSV-1) fait partie de la famille des Herpesviridae

dont les membres sont caractérisés par la structure suivante : un génome linéaire d’ADN
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double brin entouré d’une nucléocapside icosaédrique, une enveloppe formée d’une bicouche
lipidique dans laquelle sont ancrées des glycoprotéines et un espace riche en protéines
compris entre la capside et I’enveloppe appelé le tégument [28]. A I’instar des autres membres
de la sous-famille des alpha-herpesvirinae infectant I’homme, c’est-a-dire le virus de la
varicelle et du zona (VZV) et I’herpes simplex de type 2 (HSV-2), le cycle infectieux de
I’HSV-1 présente les caractéristiques suivantes : il se réplique rapidement, son cycle lytique
est relativement court et le virus peut rester sous forme latente, principalement dans des

ganglions sensoriels.

Glycoprotéines
/ Tégument
Capside

ADN

150-200 nm

Figure 3. Représentation schématique de la structure de HSV-1. Le génome viral composé d’ADN double
brin est protégé par une nucléocapside icosaédrique. La particule virale est entourée d’une enveloppe
lipidique dans laquelle sont ancrées des glycoprotéines Le tégument, riche en protéines, sépare la capside
de la bicouche lipidique. Image adaptée a partir de [28].

Le génome d’HSV-1 est long de 152 kpb et code pour 74 protéines différentes. Il
comprend deux régions uniques longue et courte (respectivement Uy et Us), autour desquelles
se trouvent des séquences inversées et hautement répétées (TRi/IRr, TRs/IRs) [22]. Les
origines de réplication, ORIs et ORIL, se trouvent dans les régions courtes répétées (IRs/TRs)

et dans la région unique longue (Ur) [29].

ORI | ORj s OIII s
Hsv [ :
TR Unique longue (U ) IR Rg Unique courte (Us) TR

Figure 4. Structure du génome du virus de Iherpés simplex. HSV posséde un génome de 152 kpb
contenant deux régions uniques (U et Us) et des séquences répétées (TR/IR;, et TRs/IRS). Les origines de
réplication ORIs et ORI}, sont également indiquées. Image adaptée a partir de [29].



L’infection par HSV-1 se transmet par contact des muqueuses buccales et se manifeste
par un herpés labial (ou plus rarement de I’herpés génital). Bien que I’infection soit
asymptomatique la plupart du temps, elle peut dans certains cas étre a 1’origine de Iésions
incommodantes. Certaines manifestations, bien que rares, sont plus sévéres et peuvent donner

lieu a des encéphalites, parfois mortelles [30].

A la fois nucléaire et cytoplasmique, le cycle infectieux d’HSV-1 est relativement
complexe (Figure 5). L’entrée du virus dans la cellule hote est médiée par I’interaction entre
des glycoprotéines virales de 1’enveloppe et des récepteurs membranaires localisés sur la
cellule hote. Parmi les douze glycoprotéines de 1’enveloppe d’HSV-1, cinq participent
activement a I’entrée du virus : gB, gC, gD, gH et gL. Dans un premier temps, gB et gC
interagissent avec des glycosaminoglycans, principalement 1’héparan sulfate, localisés en
surface de tous les types cellulaires. Ensuite, une seconde interaction plus spécifique se met
en place entre la glycoprotéine D et I'un des récepteurs membranaires spécifiques. Les
principaux récepteurs d’HSV-1 sont la nectine, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator) et
I’héparan sulfate 3-O-sufaté (3-O-S-HS) [31]. Une fois cette interaction mise en place, gD
subit un changement de conformation qui lui permet de se lier & un hétérodimere de gH/gL et
d’enclencher la fusion de I’enveloppe avec la membrane plasmique, suivie par la libération
de la nucléocapside dans le cytoplasme [30]. Dans la cellule, la capside est prise en charge
par le cytosquelette, majoritairement par les microtubules, et est acheminée vers le noyau
grace aux protéines moteurs dynéines et kinésines, ou le génome viral se circularise pour étre

transcrit et répliqué.

La transcription des génes encodés dans le génome viral a lieu de manicre séquentielle et
est réalisée par I’ARN polymérase II cellulaire [28]. Elle commence par I’expression des
geénes immediate early (IE), codant essentiellement pour des facteurs de transcription activant
I’expression des geénes de la phase suivante. La protéine ICP4 fait par exemple partie des cing
protéines virales exprimées pendant la phase IE, elle permet d’augmenter la vitesse de
transcription des genes viraux en facilitant le recrutement de facteurs de transcription
cellulaires [32]. Les protéines encodées par les génes early (E), transcrits ensuite sous le
controle des protéines IE, comprennent principalement des enzymes impliquées dans le
métabolisme des acides nucléiques. A ’issue de I’expression des protéines early, le génome
viral est répliqué par un processus de rolling circle, aboutissant a la formation d’un
concatémere linéaire. La réplication est réalisée par un ensemble de protéines a la fois
cellulaires et virales [28]. Finalement, les génes de la phase /ate (L) sont transcrits. Ceux-ci

codent pour des protéines structurales participant a la formation de la nucléocapside, de
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I’enveloppe et du tégument. Les capsoméres (penta- et hexameres) constituant la
nucléocapside résultent de I’assemblage de protéines VPS5. D’autres protéines (VP19C, VP23
et VP26) permettent la connexion entre celles-ci [33]. L’empaquetage de I’ADN viral dans la
nucléocapside est réalisé via le portal complex, composé de douze copies de la protéine virale
pULG6 [33]. Lors de son passage dans ce complexe, le concatémeére est clivé de manicre a
n’empaqueter qu’une copie du génome viral. Enfin, la capside sort du noyau en bourgeonnant
au niveau de sa membrane interne, induisant son enveloppement primaire. Le virion fusionne
ensuite avec la membrane externe pour rejoindre le cytoplasme. Il acquiert finalement son
enveloppe définitive par bourgeonnement au niveau de 1’appareil de Golgi [30]. Les nouveaux

virions sont relargués dans le milieu extracellulaire par exocytose.

G — G N

a

Protéines virales

Figure 5. Cycle lytique de HSV-1. 1. Liaison de la particule virale a la cellule hote par I'intermédiaire de
glycoprotéines virales (gB, gC, gD) et de protéines membranaires (héparan sulfate, notamment). 2. Entrée
par endocytose (2a) ou formation d’un endosome (2b). 3. Transport de la capside par le cytosquelette. 4.
Entrée du génome viral dans le noyau, suivie de sa circularisation. 5. Transcription séquentielle des génes
viraux (Immediate Early, Early et Late), suivie de leur traduction par les ribosomes. 6. Réplication de
I’ADN viral par rolling circle. 7. Assemblage de nouveaux virions. 8. Sortie : la capside sort du noyau par
bourgeonnement puis transite par le réseau trans-golgien ou elle acquiert son enveloppe définitive. Enfin,
le virion est relargué dans le milieu extracellulaire par exocytose. Schéma adapté de [34].



2.2.2 UN VIRUS DE L’HERPES SIMPLEX ONCOLYTIQUE

Le choix de I’utilisation d’un herpés virus pour le traitement du glioblastome comporte
de nombreux avantages [22]. Tout d’abord, son génome est long et contient des régions non
essentielles, ce qui le rend particuliérement adapté pour y apporter des modifications. Ensuite,
I’utilisation d’HSV est intéressante pour son cycle cellulaire rapide et cytolytique [28]. Enfin,
son utilisation est slire car nous disposons de plusieurs antiviraux, par exemple I’acyclovir
(un analogue de nucléoside), permettant de stopper 1’infection en cas de réplication excessive

in vivo, notamment si I’infection s’est étendue a des tissus sains [28].

2.2.3 MODIFICATIONS DU GENOME POUR LA CREATION D’UN HSV ONCOLYTIQUE

La sécurité d’un traitement du glioblastome avec un Herpés Simplex Virus oncolytique
(oHSV) repose sur son atténuation par une série de mutations. Ceci permet de diminuer sa

virulence et d’assurer la réplication virale uniquement dans les cellules cancéreuses [21].

Durant ce mémoire, les virus utilisés comportent trois types de délétions (AICP34.5,
AICP6 et AICP47) dont les roles sont définis ci-dessous (Figure 6). Les modifications ont été
réalisées par clonage du génome d’HSV-1 et son intégration dans un chromosome artificiel
bactérien (BAC), méthode efficace pour I'intégration de matériel génétique exogene par

recombinaison homologue [35].
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Figure 6. Modifications du génome d’HSV-1 pour créer un oHSV ciblant les cellules de glioblastome.
Schéma réalisé par Judit Sanchez Gil, PhD.

Les fonctions de chacune des trois délétions réalisées dans le génome d’HSV-1 sont

détaillées dans les paragraphes suivants.



A. AICP34.5

Une délétion des deux copies du gene y34.5 du facteur de neurovirulence ICP34.5 a été
réalisée afin de restreindre la réplication virale aux cellules tumorales (Figure 7). Durant une
infection par HSV-1, la cellule enclenche un mécanisme de protection menant a un arrét de
la synthése de protéines, dans le but de contrer la réplication du virus. Ceci résulte du
recrutement de la protéine kinase R (PKR) qui phosphoryle et inactive des facteurs d’initiation
de la transcription cellulaire (e.g. elF-2a) [36]. La protéine virale ICP34.5, quant a elle,
permet de contourner ce mécanisme de défense et de rétablir la synthése protéique. Ainsi,
puisque ICP34.5 permet la réplication virale dans les neurones, sa délétion conditionne cette

réplication aux cellules tumorales n’exprimant que faiblement PKR [21].
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Figure 7. Impact de la délétion AICP34.5 chez oHSV. Adapté a partir de [37].

B. AICP6

Cette deuxieme mutation a quant a elle comme objectif de restreindre la réplication
d’oHSV aux cellules en division (Figure 8). ICP6, encodé par le géne Ur39, est la grande
sous-unité¢ de la ribonucléotide nucléase (RR) virale impliquée dans la transformation de
ribonucléotides (NDPs) en désoxyribonucléotides (dNDPs), étape essentielle pour la
réplication de I’ADN viral. Dans les cellules ne se divisant pas, la RR cellulaire est inactive.
La réplication du virus dans celles-ci repose par conséquent uniquement sur I’activité de la
RR virale. Les cellules en division sont quant a elles caractérisées par une RR cellulaire active,

ce qui permet la réplication virale dans celles-ci en I’absence de la protéine ICP6 [21][37].
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Figure 8. Impact de la délétion AICP6 chez oHSV. Adapté a partir de [37].

C. AICP47

La délétion du geéne Us/2 codant pour la protéine ICP47 a deux effets sur la réplication

du virus (Figure 9). Tout d’abord, elle permet de restaurer la présentation efficace d’antigénes

dans le CMH-I (complexe majeur d’histocompatibilité de type I) en surface des cellules. En

effet, lors d’une infection par HSV, la liaison d’ICP47 au transporteur TAP (Transporter

associated with Antigen Processing) empéche la présentation de peptides dans un contexte de

CMH-I et permet donc d’éviter leur reconnaissance par le systtme immunitaire [38][39].

AICP47 augmente donc la reconnaissance immunitaire antitumorale. Ensuite, cette délétion

place le géne Us/ I, geéne considéré comme /ate, sous le controle du promoteur immediate

early de Us12. Le facteur Us11, comme ICP34.5, réprime 1’arrét de la traduction des protéines

cellulaires en réponse a I’infection. Placé sous le contréle d’un promoteur IE, la réplication

virale est accélérée [38]. Cet effet restaure la réplication dans les cellules GSCs (ou GICs),

fortement diminuée par les mutations AICP34.5 [22][40].
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Figure 9. Impacts de la délétion AICP47 chez oHSV. Adapté a partir de [37].

2.2.4 ARMEMENT DE L’OHSYV AVEC STRAIL

Les atténuations décrites dans les paragraphes précédents nous ayant permis d’assurer
une réplication du virus sélectivement dans les cellules tumorales, celui-ci a dans un second
temps ¢été armé afin d’optimiser la mort cellulaire des cellules infectées et de celles se trouvant
a proximité, en induisant I’apoptose de maniere autocrine et paracrine. Pour cela, un transgéne
exprimant la forme soluble de TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand), notée
sTRAIL, a été introduit dans le génome viral. Dans un premier temps, la construction réalisée
comprenait la partie extracellulaire de TRAIL sous le contrdle d’un promoteur nestine,
protéine exprimée dans les cellules progénitrices et dans les cellules tumorales du SNC [41].

Ce virus est appelé oHSV-WT pN-sTRAIL.

Bien que I’efficacit¢ d’oHSV-WT pN-sTRAIL a induire 1’apoptose ait ét¢ démontrée in
vitro dans certaines lignées cellulaires de GBM [37][42], celle-ci dépend néanmoins de la

nestine, exprimée différentiellement dans les différentes lignées de GBM (Figure 16). Afin
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de contourner cette limitation, une nouvelle construction plagant STRAIL sous le controle du
promoteur fort CMV (cytomégalovirus) a été réalisée. Ce second virus, appelé oHSV-WT

pCMV-sTRAIL, a principalement été utilisé dans ce travail (Figure 10).

5-ICP6-3'
A34.5 A34.5 A47
Il 3 A
TR, R, IRs TRs
5-ICP6 ICP6-3’

D— GFP pCMV -furine ."e"l STRAIL (aa 114-281) .—D
zippe

Figure 10. Représentation schématique de oHSV-WT pCMV-sTRAIL. Insertion du géne codant pour la
partie extracellulaire de TRAIL (acides aminés 114 a 281) précédée d’une séquence hFlex, d’un peptide
furine, d’une glissiere a isoleucine (Ile-zipper) et suivie d’une séquence SV40. Cette construction est placée
sous le contrdle du promoteur CMV. La GFP est introduite en amont, sous le contrdle du promoteur viral
ICPG6.

3 L’APOPTOSE

3.1 GENERALITES

L’apoptose est un type de mort cellulaire programmée gouverné par une série de
mécanismes moléculaires hautement régulés [43]. Tout comme la mitose, 1’apoptose est
essentielle au développement et a I’homéostasie de 1I’ensemble des organismes pluricellulaires
sur bien des aspects. Parmi ceux-ci, on compte notamment le développement embryonnaire,
le développement du systéme nerveux et du systéme immunitaire et le renouvellement des
cellules [43]. Une caractéristique importante de 1’apoptose est que ce type de mort cellulaire,
contrairement a la nécrose, n’entraine pas de réponse inflammatoire car le contenu du
cytoplasme n’est pas relargué dans le milieu extracellulaire. Dans ce cas, la cellule se
fragmente en corps apoptotiques et est phagocytée dans son intégralit¢ par des cellules
immunitaires spécialisées, particuliecrement les macrophages. D’un point de vue
morphologique, une cellule apoptotique est caractérisée par la diminution de sa taille, la

condensation de la chromatine (pycnose) et la fragmentation du noyau [43][44].

12



Le processus d’apoptose comprend deux voies majoritaires : la voie extrinseque et la voie
intrinséque. Celles-ci sont initiées différemment mais convergent vers 1’activation des mémes
caspases effectrices [45]. Les caspases sont des protéases a cystéine spécialisées clivant leur
substrat préférentiellement aprés un résidu aspartate [46]. Les membres de cette famille de
protéines sont synthétisés sous forme de proenzyme, avec un prodomaine qui comporte une
grande (p20) et une petite (p10) sous-unité (Figure 11a) [47]. Leur activation résulte d’une
protéolyse au niveau de résidus asparagine (lien Asp-X) dans les sous-unités p20 et pl0,

suivie de la formation d’un hétérotétramére p20,-p10; (Figure 11b).
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Figure 11. Structure des caspases. a) Famille des caspases. Groupe I : caspases inflammatoires, groupe
11 : caspases initiatrices, groupe IlI : caspases effectrices. Les sous-unités CARD (Caspase Recruitment
Domain), DED (Death Effector Domain), p20 et pl0 sont représentées. b) Activation des caspases.
Formation de la caspase mature par clivage de la proenzyme a un domaine Asp-X spécifique. Schéma
adapté de [47].

Les perturbations du programme de mort cellulaire, tant en excés qu’en déficit, sont a
I’origine de plusieurs pathologies, y compris de nombreux cancers [43][48][49]. En effet, bien
que les cellules tumorales soient soumises a un certain nombre de stress constituant des
stimuli susceptibles d’enclencher la signalisation de I’apoptose (e.g. altérations génétiques,

hypoxie), celles-ci continuent de proliférer. Pour assurer le maintien de la croissance
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tumorale, les cellules sont notamment caractérisées par une série de modulations visant a
¢échapper a ’activation de I’apoptose. On peut ainsi fréquemment observer dans des cellules
tumorales une augmentation ou une diminution de 1’expression des protéines anti- et pro-
apoptotiques, respectivement [50]. Pour cette raison, une connaissance approfondie de la
signalisation de 1’apoptose ainsi que de la fonction des acteurs moléculaires impliqués dans

celle-ci constituent un enjeu thérapeutique considérable.

3.2 LA VOIE INTRINSEQUE

La voie intrinséque, également appelée voie mitochondriale, est enclenchée par des stimuli
variés ne dépendant pas de la liaison d’un ligand a son récepteur : radiation, hypoxie, absence
de facteurs de croissance, etc. (Figure 12b) [43]. Suite a cela, une réponse intracellulaire
menant la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe est enclenchée [49]. La
voie mitochondriale est contrdlée par des protéines de la famille Bcl-2 (B cell lymphoma 2),
partageant un nombre variable de copies du domaine Bcl-2 Homology (BH) hautement
conservé [45]. Les protéines de la famille Bcl-2 comprennent a la fois des membres pro- et
anti-apoptotiques, dont la balance détermine le destin de la cellule (Figure 12a). Les protéines
anti-apoptotiques (e.g. Bcl-2, Bel-Xi et Mcl-1) présentent jusque quatre domaines BH. Le
groupe des protéines pro-apoptotiques, quant a lui, est divisé en deux sous-groupes : (1) les
protéines effectrices Bak, Bax et Bok, comptant quatre domaines BH et (2) les protéines
initiatrices comprenant notamment Bim, Bad et Bid, ne présentant que le domaine BH3 et des

lors appelées BH3-only [45][51].
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Figure 12. Représentation schématique des membres de la famille protéique Bcl-2 (a) et de leur
implication dans la voie mitochondriale de Iapoptose (b). Image adaptée a partir de [51].
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Selon le « modeéle de neutralisation », en conditions normales, 1’action des protéines pro-
apoptotiques Bax et Bak est neutralisée par leur liaison aux membres anti-apoptotiques [49].
Lorsqu’un stimulus pro-apoptotique est percu, I’expression de protéines BH3-only est
enclenchée. Celles-ci agissent d’une part en inhibant les membres anti-apoptotiques en s’y
liant via leur poche hydrophobe et, d’autre part, en activant directement les protéines
effectrices Bak et Bax. L’activation de Bax et Bak est suivie de leur ancrage dans la membrane
mitochondriale externe, de la formation d’un pore membranaire et de la libération de facteurs
pro-apoptotiques tels que Smac/DIABLO et le cytochrome c vers le cytoplasme. Finalement,
un complexe appelé « apoptosome » se forme par la liaison entre Apafl (4dpoptosis-Protease
Activating Factor 1), le cytochrome c et la caspase 9 [52]. L’activation de cette derniére
active a son tour les caspases 3, 6 et 7 effectrices, marquant le point de convergence avec la
voie extrinseque (Figure 13). Cette seconde voie est également amplifiée par la levée de
I’inhibition qu’exercent les protéines [AP (Inhibitor of Apoptosis Proteins), e.g. XIAP (X-
linked IAP), sur les caspases [43].

3.3 LA VOIE EXTRINSEQUE

La voie de signalisation extrinséque de I’apoptose, ou voie ligand-dépendante, est
caractérisée par une cascade d’activation de caspases. Elle est initiée par la liaison d’un ligand
appartenant a la famille des Tumor Necrosis Factor (TNF) a son récepteur de mort (Death
Receptor, DR) localisé en surface et caractérisé par la présence d’un domaine intracellulaire
DD (Death Domain) responsable de la transduction du signal apoptotique [53]. Parmi les
ligands les mieux décrits, on retrouve TNF, FasL (ligand de Fas) et TRAIL (7TNF
Related Apoptosis Inducing Ligand), majoritairement produits par des cellules immunitaires.
Parmi eux, TRAIL est suggéré comme candidat le plus prometteur pour des approches

thérapeutiques [54][55].

La liaison de TRAIL a I’un de ses récepteurs pro-apoptotiques DR4 ou DRS5 (également
appelés TRAIL-R1 et -R2, respectivement) provoque le regroupement de ceux-ci en trimere
et la formation du complexe « DISC », pour Death-Inducting Signaling Complex. Ce dernier
comprend la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain) et les procaspases
8 et 10 [56]. Le recrutement de la procaspase 8 dans le complexe induit son auto-activation et
sa libération. Dans certaines cellules dites de type I, ceci est suffisant pour permettre
I’activation des caspases effectrices en aval. Dans d’autres cellules dites de type II, le niveau

de caspase 8 (Cas8) est insuffisant et une contribution de la voie mitochondriale est nécessaire
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pour mener a I’apoptose. Dans ces dernicres, I’activation de Cas8 entraine le clivage de Bid,
membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, et par conséquent I’activation de la voie

mitochondriale pour amplifier le signal apoptotique [54].

L’activation de la Cas8, suivie de sa libération du DISC, lui permet d’activer a son tour les
caspases effectrices en aval (Cas3, -6, -7) [53][54]. Les caspases 3 et 7 sont responsables du
clivage de PARP-1 (Poly-ADP Ribose Polymerase 1), une enzyme nucléaire impliquée dans
la réparation des dommages a I’ADN, ce qui constitue une étape clé de 1’apoptose [48][57].
Le clivage de PARP-1 en une partie C-terminale de 85 kDa et une partie N-terminale de 25
kDa provoque son inactivation et aboutit a la mort cellulaire par apoptose [58].
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Figure 13. Voies intrinséque et extrinséque de ’apoptose. La liaison du ligand pro-apoptotique (e.g.
TRAIL) a l'un de ses récepteurs de mort (TRAIL-RI et R2) provoque l’oligomérisation de ceux-ci le
recrutement des procaspases 8 et 10 a la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) pour
former le complexe DISC (Death Inducing Signaling Complex). Dans certaines cellules, I’auto-activation
de la caspase 8 suffit a Uactivation de la cascade des caspases. Dans d’autres, une contribution de la voie
mitochondriale, activée par le clivage de Bid, est nécessaire. Cette seconde voie entraine la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et le relargage des facteurs pro-apoptotiques
cytochrome ¢ et Smac, conduisant a [’inhibition des XIAP anti-apoptotiques et la formation de

I’apoptosome pour activer les caspases effectrices 3 et 7 en aval. Image a partir de [95].
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3.4 LES BH3-MIMETIQUES COMME INDUCTEURS DE L’APOPTOSE

Comme mentionné au début du chapitre sur 1’apoptose, les perturbations du programme
de mort cellulaire menant a une prolifération excessive et incontrdlée constituent un risque
accru pour le développement de multiples cancers [50]. L’un des facteurs permettant
d’expliquer la résistance a I’apoptose observée dans les cellules de GBM est la surexpression
de protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 [59]. Leur surpression implique que la
séquestration des membres pro-apoptotiques Bax et Bak est d’autant plus importante, et par
conséquent la perméabilisation de la membrane mitochondriale nécessaire a I’activation de la
voie intrinséque ne peut pas avoir lieu. De ce fait, les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques
représentent une cible intéressante pour le développement de nouveaux médicaments visant

a ré-activer la voie mitochondriale de 1’apoptose [60].

Depuis plusieurs années, des chercheurs se sont intéressés au développement de petites
molécules mimant la fonction des BH3-only pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bim, Bad
et Bid), capables d’inhiber les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 en s’y liant et ainsi restaurer
I’apoptose médi¢e par Bax et Bak. Cette nouvelle classe de molécules synthétiques pro-
apoptotiques sont appelées « BH3-mimétiques » [59][61]. Aujourd’hui, plusieurs BH3-
mimétiques présentant des capacités de liaison variables aux différentes protéines Bcl-2 anti-

apoptotiques (Bcl-2, Bcl-Xi, Bel-W, Mcl-1) ont été développés [59].

L’ABT-737 est le premier BH3-mimétique a avoir été mis en évidence par résonance
magnétique nucléaire comme inhibiteur des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-Xt. et Bel-
W (Figure S1) [62]. Ce composé s’est montré efficace pour induire 1’apoptose dans des
cellules de GBM, a la fois in vitro et in vivo [63]. Par la suite, d’autres composés dérivés de
I’ABT-737 ont été développés afin de cibler spécifiquement 1’une ou I’autre protéine Bcl-2
anti-apoptotique  (« BH3-mimétique sélectif ») ou résoudre certaines limitations
pharmacologiques, telles que I’impossibilité d’étre délivré par voie orale [59]. Il est cependant
important de noter que certains facteurs, tels que des niveaux élevés de la protéine anti-
apoptotique Mcl-1, provoquent une résistance a I’ABT-737. De ce fait, I’efficacité des BH3-
mimétique est significativement augmentée en combinaison avec d’autres traitements

(radiations ionisantes, TMZ, TRAIL) [59].

Compte tenu de ces informations, I’ABT-737 est une molécule de choix pour déterminer
dans un premier temps si ’activation les voies intrinséque et extrinséque de I’apoptose de
manicre concomitante permettrait d’améliorer 1’efficacité d’un traitement basé sur oHSV

armé avec TRAIL. Il a en effet été démontré précédemment que la combinaison de ces deux
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molécules avait un effet synergique dans des cellules cancéreuses, c’est-a-dire que leur
combinaison a un impact supérieur a un simple effet additif de 1’effet des composés utilisés
indépendamment [64][65][66]. Dans un second temps, lorsque nous aurons déterminé si
I’inhibition des protéines Blc-2 anti-apoptotiques par un BH3-mimétique est intéressante a
cette fin, nous pourrons envisager un nouvel armement d’un oHSV permettant d’activer les

deux voies, avec sTRAIL et un peptide codant pour un BH3-mimétique, par exemple [67].
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II. OBJECTIFS

Comme expliqué dans ’introduction, les méthodes de traitement utilisées contre le GBM
restent insuffisantes a ce jour et le pronostic des patients doit étre amélioré. En d’autres
termes, cela signifie que la résistance aux thérapies conventionnelles doit étre contournée.
L’utilisation de virus oncolytiques, permettant notamment de tuer spécifiquement les cellules
cancéreuses et de stimuler une réponse immunitaire anti-tumorale, s’est montrée &tre une
méthode encourageante. Ainsi, le projet dans lequel s’intégre le présent mémoire vise a
augmenter ’efficacité d’un oHSV armé pour induire 1’apoptose dans les cellules tumorales
infectées ainsi que dans les cellules environnantes. Plus précisément, durant ce travail, trois

objectifs ont ét¢ abordés :

1) Evaluer la capacité de oHSV-WT pCMV-sTRAIL, oHSV exprimant sTRAIL sous le
controle du promoteur pCMV, a activer la signalisation de 1’apoptose par la voie

extrinseque dans différentes lignées cellulaires de GBM.

2) Evaluer Defficacité du BH3-mimétique ABT-737 a induire ’apoptose des cellules
primaires de GBM en activant la voie intrinseque. La piste de I’activation de cette voie de
I’apoptose semble en effet intéressante étant donné la surexpression fréquente de membres
anti-apoptotiques de la famille de protéines Bcl-2 dans de nombreux cancers, y compris

le GBM.

3) Evaluer le potentiel d’un traitement combiné visant a activer a la fois les voies intrinséque
et extrinseéque de I’apoptose dans des cellules de GBM. Pour cela, I’infection avec oHSV-
WT pCMV-sTRAIL a été combinée avec un traitement & I’ABT-737 afin de mettre en

évidence une potentielle synergie.
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[II. MATERIELS

1 LIGNEES CELLULAIRES

Sauf indication contraire, tous les types cellulaires sont maintenus en culture dans un

incubateur a 37°C, avec 5% de CO,.

1.1 CELLULES ADHERENTES
1.1.1 CELLULES VERO

Les cellules VERO sont des cellules épithéliales provenant d’un rein de singe. Leur
caractere permissif et susceptible a I’infection par plusieurs virus, y compris HSV-1, rend

cette lignée idéale pour la production et la titration de virus.

1.1.2 GB138

Il s’agit de cellules épithéliales provenant d’une masse tumorale de GBM. Elles sont
cultivées en 2D comme cellules adhérentes mais peuvent former des tumorospheres lorsqu’on

les place dans un milieu spécifique (milieu « Neuro »).

1.1.3 U87

Les U87 sont une lignée cellulaire humaine cancéreuse dérivant d’une tumeur de GBM.

Ces cellules sont toujours cultivées en 2D.

1.2 CELLULES CULTIVEES EN TUMOROSPHERES

Les lignées de cellules primaires TO13, TO18, TO33, dérivées de tumeurs de patients, ont
été utilisées. Celles-ci sont cultivées en tumorospheres afin de se rapprocher de la structure
tumorale réellement observée chez les patients. Bien qu’enrichies en GSCs afin de maintenir

les cellules en culture, le contenu cellulaire de ces spheres est relativement hétérogene.

2 MILIEUX DE CULTURE
2.1 CULTURE DE CELLULES ADHERENTES

Le milieu DMEM high glucose (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Biowest) est
complété avec 10% de sérum feetal bovin préalablement décomplémenté (FBS, Gibco). Ce

milieu, appelé ci-aprées DMEM HG 10% FBS, est utilisé pour la culture de cellules adhérentes.
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2.2 CULTURE DE TUMOROSPHERES

Le milieu utilisé pour la culture 3D des cellules primaires est appelé « milieu Neuro » ; il
s’agit du DMEM F-12 sans facteurs de croissance (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Gibco), auquel sont ajoutés du B27 sans vitamine A dilué 50X (Gibco), des antibiotiques

(Penicilline-Streptomycine, 1%), de I’héparine 1 yg/ml, du EGF et du hFGF a 20 ng/mL.

2.3 PRODUCTION DE VIRUS

La production de grandes quantités de virus est réalisée dans des cellules VERO. Celles-
ci sont cultivées et amplifiées dans du milieu DMEM HG 10% FBS. Pour I’infection, celui-
ci est remplacé par du milieu VP-SFM (Viral Production-Serum Free Media, Gibco) sans

sérum et pauvre en protéines (5 yg/mL).

3 TAMPONS

3.1 PBS

Le PBS, Phosphate Buffered Saline, est un tampon non toxique utilisé pour nettoyer les
cellules. Sa composition est la suivante : NaCl 8 g/LL,KC10.2 g/L, Na,PO, 1.44 g/L et KH,PO,
0.24 g/L.. Le pH de la solution est de 7.4. Le PBS stérile utilisé pour la culture de cellules est
le DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) de chez Biowest.

3.2 TAMPON DE LYSE RIPA

Ce tampon est utilisé pour la lyse totale des cellules, dans le but de récupérer leur contenu
protéique pour faire un Western Blot. Celui-ci contient du Tris-HC1 50 mM a pH 7.5, du NaCl
150 mM, de ’EDTA 1 mM, 1% de NP40 (Roche) et 0.25% de DOC (Deoxycholate de

sodium).

3.3 TBS-TWEEN

Le TBS-Tween est utilisé pour laver les membranes pendant un Western Blot. Il contient

du Tris 2.44 g/L, du NaCl 8 g/L et du HCI pour amener la solution a pH 7.6.

3.4 TAMPON DE CHARGEMENT

Ce tampon réducteur (ou « TR ») est utilisé pour la migration d’échantillons sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes. Sa composition est la suivante : Tris-HCI 62.5
mM a pH 6.8, 10% glycérol, 2% SDS, 3% [-mercaptoéthanol et bleu de bromophénol pour

colorer la solution.
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3.5 TAMPON DE MIGRATION

Ce tampon, composé de 50 mM De Tris pH 8.65, 192 mM de glycine et 3.5 mM de SDS

est utilisé pour la migration des protéines sur gel de polyacrylamide dans un champ électrique.

3.6 TAMPON DE TRANSFERT

Ce tampon est utilisé pendant un Western Blot pour réaliser le transfert des protéines a

partir du gel de polyacrylamide vers une membrane de nitrocellulose ou de PVDF. 11 contient

du Tris 25 mM, de la glycine 192 mM et 10% de méthanol.

4 GELS DE POLYACRYLAMIDE

Gel de concentration

Gel de séparation

Gel de séparation

(4%) (8%) (15%)
Acryl/bisacryl (37,5 :1) 40% 0,3 mL 1,6 mL 3 mL
Tris 0,5 pH 6,8 0,75 mL / /
Tris 1,5 pH 8,8 / 2 mL 2 mL
H,O 1,95 4.3 mL 29 mL
SDS 10% 30 uLL 80 uL 80 uL
APS 10% 30 uLL 60 uL 60 uL
Temed 3uL 3uL 3ul

Tableau 1. Composition d’un gel de polyacrylamide. Détails de la composition d’un gel de concentration
a 4% d’acrylamide et de deux gels de séparation a 8% et 15%.

5 LISTE DES ANTICORPS

Anticorps primaires Hote Firme Dilution
PARP-1 Lapin Cell Signaling 1/1000

Caspase 8 Lapin BD Pharmingen 1/1000
Cytochrome ¢ Souris BD Pharmingen 1/1000
[3-tubuline Souris Sigma Aldrich 1/3000
TOMM20 Lapin Invitrogen 1/1000
GAPDH Souris Invitrogen 1/2000
Anticorps secondaires Hote Firme Dilution
Anti-souris (couplé a HRP) Cheval Cell Signaling 1/3000
Anti-lapin (couplé a HRP) Chevre Cell Signaling 1/3000

Tableau 2. Liste des anticorps utilisés en Western Blot. L’animal hote dans lequel sont produits les
anticorps ainsi que les firmes dont ils proviennent et leur dilution sont indiqués. Les dilutions sont réalisées
dans du TBS-T 5%, lait, excepté pour TOMM?20 ou il s’agit de TBS-T 0.5% BSA.
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IV. METHODES

1 PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES PURIFIEES PAR

ULTRACENTRIFUGATION

Des cellules VERO sont cultivées dans du milieu DMEM HG 10% FBS, elles sont
amplifiées dans douze flasques de 175 cm?, jusqu’a obtenir 80-100% de confluence dans
chacune d’entre elles. Le milieu de culture est ensuite remplacé par un volume relativement
faible (7 mL/flasque) du milieu VP-SPM et les cellules sont infectées avec une MOI
(multiplicity of infection) de 0.005 Les flasques sont incubées a 37°C pendant 1h30 et sont
agitées régulierement pour assurer un contact complet des cellules avec le milieu infecté. Du
milieu VP-SFM est enfin ajouté pour obtenir un volume final de 20 mL et I’infection est
poursuivie jusqu’au lendemain a 37°C. Les flasques sont ensuite incubées a 33°C et

I’infection est observée tous les jours grace a la GFP.

Lorsqu’environ 90% des cellules sont décollées suite a leur infection (généralement apres
environ 5 jours), du dextran sulfate (100 pg/mL) et du NaCl (0.45 M) sont ajoutés au milieu
et les cellules sont réincubées a 33°C. Le jour suivant, les flasques sont soumises a une
agitation pendant 1h30 pour décrocher I’ensemble des cellules. La fraction cellulaire est
d’abord séparée et éliminée grace a une centrifugation a 2 200 rpm pendant 10 minutes, puis
le surnageant soumis a un filtre de 0.8 pm afin de supprimer les débris cellulaires. Les
particules virales sont ensuite isolées du milieu par ultracentrifugation a 17 000 rpm pendant

une heure et a 4°C.

Le culot est lavé au PBS puis resuspendu dans 20 a 50 pL de PBS selon sa taille et placé
a 4°C overnight. Du glycérol est ajouté a hauteur de 10% du volume total et des aliquots de

10 4 50 pL sont répartis dans des Eppendorf de 1.5 mL pour finalement étre stockés a -80°C.

2 TITRATION VIRALE

La titration virale consiste a infecter une monocouche de cellules VERO pour déterminer

la concentration en particules virales infectieuses que contient un stock.

Pour cela, 190 000 cellules sont ensemencées dans un plaque 24 puits dans 500 pL de
milieu DMEM HG 10% FBS. Le jour suivant, le milieu est remplacé par 180 yL d’une des
dilutions de virus (10, 2.5x10¢, 10, 2.5x107, 107, 2.5x10%), chacune testée en triplicat. La
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plaque est placée a I’incubateur pendant 1h30 et agitée toutes les demi-heures. Le milieu est
ensuite aspiré et 500 L d’une solution de méthylcellulose (3 g/L) sont ajoutés dans chaque
puits afin d’éviter I’apparition de foyers secondaires. Les plaques sont placées a 1’incubateur
pendant 48h, puis les foyers d’infection (plages de lyse) sont observés a I’IncuCyte®. Dans
le cas ou I'IncuCyte® ne peut étre utilisé directement aprés 48h d’infection, les cellules
peuvent étre fixées grace a 200 L. d’une solution paraformaldéhyde (PAF) 4% pendant 20

minutes, puis la solution est remplacée par 500 L de PBS.

Enfin, les foyers d’infection sont comptés sur ImageJ et le titre viral (correspondant au

nombre de particules infectieuses par unité de volume) est calculé par la formule suivante :

pfu moyenne du nombre de foyers par puits . . el .
= — - - . Les titres viraux des différents virus
puL dilution x volume inocule

utilisés dans ce travail sont disponibles dans la figure S2 des annexes.

3 TEST DE VIABILITE

La viabilit¢ des différentes lignées cellulaires soumises a différents traitements a été
établie. Pour cela, les conditions de culture de tumorospheres ont été adaptées pour permettre
la culture en 96 puits, optimiser la reproductibilit¢ des résultats et réduire le nombre de

cellules primaires nécessaires pour I’analyse.

Les tumorospheres sont ensemencées dans une plaque 96 puits a fond rond et faiblement
adhérente (Greiner). Dans chaque puits, 10 000 cellules sont ensemencées pour les TO13,
TO18 et TO33, 5 000 pour les GB138. Le jour suivant, elles sont traitées avec I’ABT-737 ou
infectées avec 1'un des virus : oHSV-WT non armé ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL. Le
traitement est arrété apres un temps défini pour chaque expérience et la viabilité des cellules
est établie sur base de leur activité métabolique avec le kit Cell-Titer Glo® 3D Cell Viability
Assay (Promega). Placées au contact du réactif, les cellules sont lysées et la quantité d’ATP
relarguée, directement proportionnelle au nombre de cellules viables présentes dans le milieu,
est estimée par le signal luminescent produit. Celui-ci est mesuré par le lecteur TriStar 2

LB942 (Berthold).
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4 TEST DE CYTOTOXICITE

L’impact de différents traitements sur des cellules TO18 cultivées en tumorospheres a
également été évalué par un test de cytotoxicité, basé sur le dosage de la quantité de LDH
(lactate déshydrogénase) relarguée dans le milieu lorsque la membrane plasmique est
endommagée. Le test utilisé dans ce travail est le LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay, Promega.
Celui-ci utilise le NADH formé en parallele de I’oxydation de pyruvate en lactate par la LDH
pour produire de la luciférine. Celle-ci, placée au contact du réactif et en présence d’ATP,
géneére un signal luminescent pouvant &étre mesuré. Ainsi, l'intensité du signal est
proportionnelle a la quantit¢ de LDH dans le milieu et par conséquent a la cytotoxicité du

traitement auquel les cellules ont été soumises.

5 ISOLATION DE MITOCHONDRIES

L’isolation des mitochondries a été réalisée pour visualiser en Western Blot la libération
du cytochrome ¢ vers le cytoplasme lorsque 1’apoptose est enclenchée. Afin d’obtenir une
quantité suffisante de matériel, 1.5 millions de GB138 adhérentes sont ensemencées dans une
boite de 20 cm? et traitées le lendemain. Les cellules sont récupérées apres 9h et 24h de
traitement et le culot est conservé a -20°C. L’analyse est réalisée comme indiquée dans les
instructions du kit Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Thermo Scientific) en
adaptant les volumes des solutions A, B et C au nombre de cellules de départ. Lorsque les
fractions cytosolique et mitochondriale ont été isolées, du tampon de chargement est ajouté
et les échantillons sont dénaturés par chauffage a 100°C pendant 3 minutes. Au méme
moment, 1 L benzonase® Nuclease (Merck) est ajouté a chaque échantillon mitochondrial
pour dégrader I’ADN mitochondrial et limiter leur viscosité. Ensuite, ils sont déposés sur gel

de polyacrylamide et un Western Blot est réalisé.

6 WESTERN BLOT

Les analyses de Western Blot, réalisées sur extraits cellulaires totaux ou sur les fractions

cytoplasmique et mitochondriale ont été réalisées sur des cellules GB138.

6.1 EXTRACTION ET DOSAGE PROTEIQUE

Afin de récupérer les cellules en suspension, intéressantes dans le cadre de 1’analyse de

I’apoptose, le milieu de culture est transféré dans un Falcon de 15 mL et centrifugé pendant
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10 minutes a 4 000 rpm. En parallele, les cellules adhérentes sont lavées au PBS, décollées
mécaniquement a 1’aide d’un grattoir, et transférées dans un Eppendorf. Les cellules sont
isolées par une centrifugation courte (1 minute a 12 000 rpm). Les cellules en suspension et
adhérentes correspondant a un méme traitement, issues des deux centrifugations, sont
resuspendues dans du PBS et rassemblées dans un Eppendorf, centrifugé a nouveau. Les
échantillons sont lysés par ajout de 50 #LL de tampon RIPA complété avec des inhibiteurs de
protéases (complete) et incubés sur glace pendant une demi-heure. Apres centrifugation a 12
000 rpm pendant 3 minutes, le surnageant de chaque tube contenant les extraits protéiques est
transféré dans un autre Eppendorf. Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de
Bradford, avec une lecture de I’absorbance a 595 nm (lecteur Tecan Infinite® 200 Pro). La
concentration de chaque échantillon est établie en comparaison a une droite d’étalon réalisée

avec une solution de BSA a 1 mg/mL.

6.2 MIGRATION ET TRANSFERT

Pour la migration des protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE), du tampon de

chargement est ajouté a chaque extrait, puis ceux-ci sont placés pendant 3 minutes a 100°C

Pour chaque échantillon, un volume correspondant a 40 yg de protéines est déposé dans le
puits d’un gel de polyacrylamide (gel de concentration a 4% d’acrylamide et de séparation a
8% ou 15%, selon le poids moléculaire des protéines a visualiser, Tableau 1). La séparation
des extraits est réalisée dans du tampon de migration avec un voltage constant de 90V a travers
le gel de concentration, puis de 120V. Les protéines contenues dans les gels sont ensuite
transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidene difluoride, GE Healthcare) suite a

leur exposition, dans du tampon de transfert, a un voltage de 200 mA pendant 2h.

6.3 MARQUAGE AVEC LES ANTICORPS

Une fois le transfert terminé, les membranes sont saturées par incubation dans une solution
de TBS-T 5% lait pendant 45 minutes. Le marquage des protéines d’intérét sur la membrane
est réalisé par une incubation de 2h sur plateforme tournante avec des anticorps primaires
spécifiques (Tableau 2). Apres incubation, les membranes sont rincées trois fois 5 minutes
dans du TBS-T, puis incubées a température ambiante pendant 45 minutes avec une solution
contenant les anticorps secondaires couplés a HRP (peroxydase de raifort). Une fois le second

marquage réalisé, les membranes sont lavées trois fois a nouveau.
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6.4 REVELATION

Une solution ECL (1 mL de luminol, 100 puL d’acide hydroxycoumarique et 0.3 uL de
H,0,) est utilisée pour révéler la chémiluminescence. La quantification des signaux par

densitométrie est réalisée sur Image J.

7 MESURE DE L’APOPTOSE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

La cytométrie en flux est une technologie qui permet 1’analyse multiparamétrique des
cellules d’un échantillon, une a une, grace a un systeme de lasers. Dans le cadre de ce
mémoire, cette technique a été utilisée afin de déterminer la proportion de cellules

apoptotiques dans un échantillon via le test Annexine V / DAPI.

Pour cela, 92 000 cellules (adhérentes ou en suspension, selon le type cellulaire) sont
ensemencées dans une plaque 24 puits et incubées a 37°C toute la nuit. Le jour suivant, elles
sont soit infectées avec I’'un des oHSV (armé ou non), soit traitées avec 1’ABT-737. Un
traitement a la camptothécine (CPT) est également réalisé comme contr6le positif pour

I’activation efficace de 1’apoptose [68][69].

Le jour de I’analyse (aprés 24h, 48h ou 72h d’infection/traitement), le surnageant de
chaque puits est récupéré dans un Eppendorf et placé a la centrifugeuse a 4°C, 350 rpm
pendant 5 minutes. Ensuite, s’il s’agit de cellules adhérentes, celles-ci sont détachées de la
plaque a I’aide de PBS EDTA 5 mM, incubées a 4°C pendant 5 a 10 minutes. Les cellules
ainsi récupérées sont ajoutées dans le tubes correspondants, centrifugés a nouveau. Pour les
cellules cultivées en tumorospheres, le culot récupéré apres la premiere centrifugation est
resuspendu dans de I’accutase (Biowest) et les tubes sont placés a 37°C pendant 10 minutes
pour dissocier les spheres. La réaction est arrétée par ajout de milieu DMEM F-12 sans

facteurs de croissance et les tubes sont centrifugés a nouveau.

Apres avoir récupéré et dissocié toutes les cellules, elles sont lavées au PBS avant d’étre
centrifugées. Finalement, 140 yL. de tampon annexine (BD Pharmingen ®) est ajouté dans
chaque tube en vue du marquage immunochimique. Les cellules sont marquées avec
I’annexine, couplée a la phycoérythrine (PE, BD Pharmingen ®), et le DAPI (Invitrogen).
Aprés 15 minutes d’incubation a [’obscurité et a température ambiante, 100 uL
supplémentaires de tampon annexine sont ajoutés et les échantillons sont analysés

immédiatement avec le FACSCanto™ II (BD Biosciences), sur le logiciel BD FACSDiva™.
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Des cellules non marquées (A-/D-), ainsi que des mono-marquages (A+/D- et A-/D+) sont
réalisés comme contrdles du bon fonctionnement des anticorps et serviront de référence pour
I’analyse dans FlowJo™ . Des compensations ont été réalis€es de maniere automatique sur
BD FACSDiva™ afin de discriminer les signaux correspondants aux différents marqueurs :

DAPI, PE (phycoérythrine, liée a I’annexine) et la GFP (exprimée par le virus).

8 QUANTIFICATION DE STRAIL PAR ELISA

Afin de comparer la quantité de sSTRAIL produite lorsque les cellules sont infectées avec
le virus non armé oHSV-WT ou I’un des virus armés oHSV-WT pN-sTRAIL et oHSV-WT
pCMV-sTRAIL, un dosage ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de type sandwich
a été réalisé.

Pour cela, 92 000 cellules GB138 sont ensemencées de maniére adhérente dans une plaque
24 puits, dans 300 uLL de milieu DMEM HG 10% FBS. Le lendemain (48h de traitement) et
le jour suivant (24h de traitement), les cellules sont infectées avec une MOI de 1 par le virus
non arme¢ et les deux virus armés. Des cellules non infectées sont également prévues comme
controle négatif. Chaque condition est réalisée en duplicat. Le jour de I’analyse, la préparation
des réactifs, des échantillons et de la courbe standard est réalisée comme décrite dans le
protocole du kit (TRAIL ELISA kit, MyBiosource) et la concentration de STRAIL présente

dans le milieu de culture est évaluée apreés une mesure d’absorbance au lecteur Tecan

Infinite® 200 Pro.

9 ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques de ce mémoire ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism.
Les données présentées indiquent la moyenne de plusieurs résultats indépendants et les barres
d’erreur représentent les erreurs standard a la moyenne (mean + SEM). Un résultat est

considéré significatif (*) lorsque la p-valeur est inférieure a 0.05.
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V. RESULTATS

1 RESULTATS PRELIMINAIRES

Avant d’entamer la description des résultats générés durant ce mémoire, il est d’abord
important de résumer les résultats préalablement obtenus au laboratoire concernant

[’utilisation du virus oHSV armé.

Le virus oHSV-Nb pN-sTRAIL généré au laboratoire est un virus qui, d’une part, cible
spécifiquement les cellules CXCR4+ (un marqueur des GSCs) a I’aide d’un nanobody anti-
CXCR4 (ND) inséré dans la glycoprotéine gD, et d’autre part exprime le transgene sTRAIL
sous le controle du promoteur nestine. Son utilisation dans des cellules de glioblastome s’est
montrée encourageante. Dans des cellules U87 transduites avec CXCR4 (U887 CXCR4+),
I’infection par ce virus a entrainé une induction de ’apoptose significativement plus
importante que lors d’une infection par I’oHSV non armé [42] (Figure S3, Annexes).
Toutefois, ces données obtenues in vitro sur la lignée cellulaire U87 CXCR4+ n’ont pas pu
étre confirmées sur les différentes cellules primaires de GBM testées. Dans ces derniéres, la
susceptibilité a I’infection ainsi que la proportion de mort induite par sSTRAIL s’est montrée
variable (Figure 15). En effet, des cellules TO18 et T033, issues de résection chirurgicale de
glioblastome et dont I’expression de CXCR4 a été vérifiée par cytométrie en flux se sont
avérées peu ou pas sensibles a la mort induite par le virus et/ou par sSTRAIL. Aucun des deux
virus testés n’a eu d’impact significatif sur la survie des cellules T033, alors que les TO18 qui
semblent plus sensibles a la mort induite par ’oHSV, ne sont pas sensibles a la mort induite

par sTRAIL.

Cellules primaires de GBM
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Figure 15. Pourcentage de mort cellulaire induite par une infection avec un oHSV armé (oHSV-Nb pN-
STRAIL) ou non armé (0HSV-Nb) dans des cellules de GBM. Résultats obtenus par un test a la résazurine
apres 24, 48 et 72h d’infection sur la lignée U87 CXCR4+ et deux types de cellules primaires (T033 et
T018). Résultats non publiés.
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L’expression de sSTRAIL étant sous le controle du promoteur nestine, I’impact variable
de I’armement sur les différentes lignées peut notamment s’expliquer par le niveau
d’activation de ce promoteur. Bien que décrite dans la littérature comme un marqueur des
GSCs, I’expression de nestine evaluée par qRT-PCR semble varier fortement entre plusieurs

types de cellules (Figure 16), ce qui laisse présager une expression trés variable de sTRAIL.

Expression relative de la Nestine

1.51
TO8
EA T013
1.01 T018
3 T033
0.54
0.0

Figure 16. Expression relative de la Nestine entre différentes cellules primaires de GBM déterminée par
RT-qPCR. Données non publiées.

Ces résultats suggerent que I’armement du virus oncolytique doit étre optimisé et qu’il
serait intéressant d’envisager 1’utilisation d’un promoteur fort pour controler I’expression de
sTRAIL afin d’éviter 1’effet limitant que pourrait avoir le promoteur nestine, étant donné son
expression inégale dans les cellules. Par ailleurs, 1’activation de la voie extrinseque de
I’apoptose par sTRAIL pourrait ne pas étre suffisante dans certaines cellules primaires.
Induire une synergie avec un stimulus activant la voie intrinséque de I’apoptose pourrait

constituer une alternative intéressante qui a été envisagée dans le cadre de ce travail.
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2 COMPARAISON DE OHSV-WT PN-STRAIL ET OHSV-WT
PCMV-STRAIL

2.1 PRODUCTION DE STRAIL

Dans un premier temps, nous avons évalué I’efficacité des deux virus armés (o0HSV-WT
pN-sTRAIL et oHSV-WT pCMV-sTRAIL) quant a I’expression du transgene afin de
déterminer si la nouvelle construction placant sSTRAIL sous le controle de pCMV augmente

I’expression et la sécrétion de sTRAIL.

Des cellules GB138, cellules primaires de glioblastome cultivées en monocouche, ont été
infectées par oHSV-WT, oHSV-WT pN-sTRAIL ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL avec une
MOI de 1. Le surnageant de culture a été récupéré apres 24 et 48 heures d’infection afin de
déterminer, par ELISA, la quantité de sSTRAIL sécrétée dans le milieu. Méme si I’infection
par le virus non-armé induit une faible expression de sTRAIL, cette expression est
significativement augmentée quel que soit le virus armé utilis¢é ()0HSV-WT pN-sTRAIL et
oHSV-WT pCMV-sTRAIL) (Figure 17). Dans ces conditions, la concentration de STRAIL
détectée apres 24 et 48h d’infection par I’un ou 1’autre virus armé oscille entre environ 320 et
430 pg/mL. Bien que la sécrétion efficace de sSTRAIL par les cellules infectées par oHSV-
WT pCMV-sTRAIL valide [I'utilisation de cette nouvelle construction, 1’absence de
différence significative entre les deux virus armés ne nous permet pas de conclure a un

avantage de la construction pCMV sTRAIL dans les GB138.
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Figure 17. Quantification par ELISA de la production de sTRAIL dans le surnageant de cellules
primaires GB138 infectées par oHSV-WT, oHSV-WT pN-sTRAIL ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL (MOI
de 1) pendant 24h ou 48h. Le graphique représente les moyennes des duplicats d’une méme expérience
pour chaque condition, avec des barres d’erreur standard a la moyenne. Two-way ANOVA, ns = non
significatif, ** = p < 0.01 et *** = p < 0.001.
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2.2 INDUCTION DE L’APOPTOSE SUR UNE LIGNEE DE CELLULES DE GBM

Afin d’évaluer I'efficacité de sTRAIL, la proportion de cellules apoptotiques suite a une
infection virale a ét¢é mesurée par I’analyse en cytométrie en flux de I’incorporation
d’annexine et de DAPI. Cette technique, classiquement utilisée pour quantifier I’apoptose, se
base d’une part sur la capacité de liaison de 1’annexine a la phosphatidylsérine, localisée sur
le feuillet externe de la membrane plasmique lorsque les cellules sont en apoptose, et d’autre
part sur la liaison du DAPI a des régions de I’ADN riches en A-T. Les informations ainsi
obtenues quant a I’intégrité¢ de la membrane plasmique permettent de distinguer les cellules
vivantes (A-/D-) des cellules en apoptose précoce (A+/D-), tardive (A+/D+), ou en nécrose
(A-/D+).

L’analyse des populations de cellules ainsi marquées est effectuée comme suit. Dans un
premier temps, les cellules sont analysées sur base de leur taille (FSC, Forward scatter) et de
leur granulosité (SSC, side scatter), ce qui permet d’exclure les débris cellulaires et de ne
continuer 1’analyse que sur la population cellulaire (Figure 18a). Les cellules sont ensuite
analysées sur base de 1’aire (FSC-A) et de la hauteur (FSC-H) du signal, de maniére a
restreindre 1’analyse aux cellules isolées (single cells). De cette maniére, les signaux
correspondant a plusieurs cellules traversant en méme temps le laser sont exclus (Figure 18b).
Enfin, les parametres de fluorescence pour les deux marqueurs d’intérét sont étudiés. Les
populations positive et négative pour chacun des deux marqueurs sont déterminées grace a
des controles mono-marqués : le controle A+/D- permet de définir une séparation sur 1’axe
du DAPI, A-/D+ sur celui de I’annexine (Figure 18c). Il apparait alors quatre quadrants sur le
panel, renseignant 1’état d’apoptose des cellules d’un échantillon. La quantification du
pourcentage de cellules apoptotiques correspond a la somme des quadrants correspondants a

I’apoptose précoce (Q3, A+/D-) et tardive (Q2, A+/D+) (Figure 18d).
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Figure 18. Stratégie de «gatingy pour Danalyse de [’apoptose en cytométrie en flux (test
Annexine/DAPI) sur la lignée U87. a) Exclusion des débris cellulaires dans des cellules infectées par
oHSV-WT pendant 72h. b) Exclusion des doublets. ¢) Détermination des populations positive et négative
pour ’annexine (4) et le DAPI (D) a [’aide de contréle mono-marqués, de gauche a droite : A+/D-, A-/D+
et A+/D+. d) Exemple de résultat obtenu pour les trois infections (oHSV-WT, oHSV-WT pN-sTRAIL et
oHSV-WT pCMV-sTRAIL) ainsi que les contréles non infecté (Ni) et traitement a la camptothécine (CPT,
7.5 uM).
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Dans un premier temps, la capacité des virus oncolytiques armés ou non a induire
I’apoptose a été évaluée dans la lignée U87. Ces cellules ont été infectées par les différents
virus avec une MOI de 1 et le pourcentage de cellules apoptotiques a été quantifié 72h apres
I’infection. Un traitement a la camptothécine (7.5 pM), composé induisant des dommages a
I’ADN en bloquant la topoisomérase I et induisant I’apoptose, a été réalisé comme controle

positif [70].

L’analyse en cytométrie en flux démontre une induction significative de 1’apoptose par
les deux virus armés, en comparaison de celle observée dans les cellules infectées par le virus
non armé (Figure 19). Néanmoins, 1’expression de sTRAIL sous le contréle du promoteur
CMYV ne semble pas induire plus efficacement la mort des cellules U87 infectées que lorsque
STRAIL est exprimé sous le controle du promoteur nestine. Notons que la différence

d’apoptose induite par I’un ou ’autre virus armé est non significative.
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Figure 19. Quantification par cytométrie en flux de I’apoptose induite dans des U887 aprés 72h
d’infection par un oHSV armé ou non avec une MOI de 1. Le traitement a la camptothécine sert de
controle positif (CPT, 7.5 uM), les cellules non infectées de contrdle négatif (Ni). Les résultats représentent
la moyenne de trois expériences indépendantes, avec les barres d’erreur standard a la moyenne. One-way
ANOVA, ns = non significatif, * = p < 0.05 et ** = p < 0.01.
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3 INDUCTION DE L’APOPTOSE DANS DES CELLULES PRIMAIRES
DE GBM PAR OHSV-WT PCMV-STRAIL

Apres avoir validé la capacité de oHSV-WT pCMV-sTRAIL a induire I’apoptose dans les
cellules U87, une lignée de glioblastome, son efficacité a ét¢ mesurée dans les cellules GB138
et T033, deux lignées de cellules primaires provenant de résection chirurgicale de
glioblastome. Les T033 et GB138, cultivées en tumorosphéres, ont été¢ infectées avec une
MOI de 1 ou traitées a la camptothécine (7.5 uM) et la proportion de cellules apoptotiques a

été évaluée par cytométrie en flux apres 24h, 48h et 72h d’infection ou de traitement.

3.1 DANSLES CELLULES T033

Dans les T033, nous pouvons observer une progression des cellules viables vers les
quadrants apoptotiques lorsque celles-ci sont traitées a la CPT ou avec et I’'un des deux virus.
Celles-ci semblent quitter peu a peu le quadrant correspondant aux cellules viables (Q4) pour

évoluer vers I’apoptose précoce (Q3), puis tardive (Q2) (Figure S4).

Bien que la quantité totale d’apoptose dans les cellules traitées a la CPT ou infectées par
I’un des deux virus augmente au cours du temps et est plus élevée que dans les cellules
contrbles (non infectées et non traitées) dans lesquelles le pourcentage de cellules
apoptotiques reste stable, une variabilité considérable entre les expériences a ét¢ mise en
¢vidence (Figure 20a). L’analyse statistique (two-way ANOVA) de la quantification de ces
trois expériences indépendantes ne permet pas d’observer des différences significatives entre
la condition contrdle (Ni) et les différents traitements. Enfin, il semblerait que I’armement du
virus avec STRAIL n’induise pas d’avantage d’apoptose dans les cellules T033, comparé au
virus non armé. Cependant, aucun différence observée entre I’effet des deux virus n’est

statistiquement significative.

3.2 DANSLES CELLULES GB138

Le test Annexine V / DAPI a également été réalisé¢ sur des GB138 afin de comparer
I’impact du virus armé sur différents types cellulaires. Contrairement aux TO033 ou
I’expérience a pu étre réalisée trois fois, seule une expérience effectuée sur les GB138 ayant
fourni des résultats interprétables est présentée dans ce travail. Les autres répétitions de celle-
ci ont été écartées de 1’analyse car les résultats obtenus dans les conditions contrdles étaient

aberrants.

Tout comme c’était le cas pour les T033, les GB138 semblent progresser vers un état
d’apoptose précoce, puis tardive, lorsqu’un traitement pro-apoptotique est appliqué (CPT, 7.5
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UM ou I’un des oHSV avec une MOI de 1) (Figure S5). Bien que les GB138 se divisent plutot
rapidement, les cellules non traitées (Ni) mises en culture pendant 24h, 48h et 72h semblent

peu impactées par la confluence ; leur viabilité reste relativement constante au cours du temps.

La quantification des résultats obtenus en cytométrie flux sur les GB138 suggére un
avantage de I’armement a partir de 72h d’infection (Figure 20b). Alors que I’apoptose induite
par le virus non armé apparait constante au cours du temps, celle-ci augmente avec le virus
oHSV-WT pCMV-sTRAIL. L’unique expérience valide présentée ici, et par conséquent
I’absence d’analyse statistique, ne nous permet malheureusement pas de tirer des conclusions

quant a I’efficacité du oHSV armé sur les GB138 dans ces conditions.
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Figure 20. Quantification de I’apoptose par cytométrie en flux dans des cellules primaires de
glioblastomes. Cellules primaires infectées par oHSV-WT ou oHSV-pCMV-sTRAIL avec une MOI de 1.
Les cellules non infectées (Ni) servent de contrdle négatif, celles traitées a la camptothécine de contrdle
positif (CPT, 7.5 uM). a) Résultat de trois expériences indépendantes sur des cellules TO33 avec les barres
d’erreurs standard a la moyenne. b) Résultat d’une seule expérience sur les cellules GB138.
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4 EFFICACITE DE L’ABT-737

Compte tenu de I’efficacité variable d’un virus armé avec sTRAIL, nous avons décidé
d’explorer la piste de I’activation de 1’apoptose via la voie intrinseque. Pour ce faire, nous

avons traité les différentes cellules primaires de GBM avec I’ABT-737, un BH3-mimétique.

4.1 ETUDE DE L’IMPACT DE L’ABT-737 AU COURS DU TEMPS

Dans un premier temps, I’impact d’un traitement a I’ ABT-737 pendant des temps variables
a été évalué par des tests de cytotoxicité ou de viabilité. L ’intérét principal que représente
’utilisation de I’un de ces tests par rapport a la cytométrie en flux est le nombre réduit de
cellules nécessaires pour 1’analyse. Quatre lignées de cellules primaires de GBM (GB138,
TO18, TO13 et TO33) ont été ensemencées pour former des petites tumorospheres et ont été
traitées a I’ABT-737 (10 uM) pendant Oh, 8h, 24h et 32h. La durée du traitement ainsi que le
concentration en ABT-737 ont été déterminées par rapport aux expériences déja décrites dans
la littérature [71][72]. L’ impact du DMSO, dans lequel I’ABT-737 est resuspendu, a aussi été

évalué afin d’exclure un effet de celui-ci sur la viabilité cellulaire.

4.1.1 COMPARAISON DE LA VIABILITE ET DE LA CYTOTOXICITE

Au départ, deux méthodes ont été testées en parallele sur les cellules TO18 : 1’une visant
a évaluer la cytotoxicité de I’ABT-737 en dosant la quantité de LDH (lactate déshydrogénase)
relarguée par les cellules lorsque 'intégrité de la membrane plasmique est altérée, 1’autre

visant a évaluer la viabilité des cellules soumises a I’ABT-737 selon leur activité métabolique.
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Figure 21. Graphique combiné des résultats de viabilité et de cytotoxicité de cellules T018 suite a un
traitement a VABT-737 (10 uM, lignes continues) pendant Oh, 8h, 24h et 32h. Des cellules non traitées
(pointillés) et traitées au DMSO (lignes discontinues) servent de controles négatifs. Les résultats
représentent la moyenne de 2 ou 3 expériences indépendantes pour la cytotoxicité et viabilité,
respectivement.
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Comme I’indiquent les résultats présentés a la figure 21, les cellules TO18 soumises a un
traitement a 1’ABT-737 ont montré une baisse de viabilit€¢ et une augmentation de la
cytotoxicité au cours du temps. Le traitement au DMSO, quant a lui, n’a entrainé de
changement significatif pour aucune de ces variables. Compte tenu des profils trés similaires
obtenus via ces deux méthodes (bien que logiquement inversés), nous avons conclu que I'un
ou |’autre test utilisé permettrait d’évaluer I’'impact de I’ABT-737 sur les différentes cellules
primaires. Ainsi, le test de viabilité a été privilégié pour le reste des analyses sur base de sa

facilité d’utilisation, de la meilleure répétabilité des résultats et de son moindre cofit.

4.1.2 ETUDE DE LA VIABILITE

Une fois le choix du test arrété, celui-ci a été réalisé sur les autres cellules primaires de
GBM. Suite aux résultats obtenus grace au test de viabilité (Figure 22), deux observations ont
pu étre réalisées. Premiérement, la sensibilit¢é a 1’ABT-737 apparait variable entre les
différents types cellulaires. Nous observons par exemple que les GB138 et les T013 n’y
semblent que relativement peu sensibles, avec environ 70% de cellules viables apres 24h de
traitement alors que les TO18 et les T033, au contraire, voient leur viabilité baisser
drastiquement, avec seulement 14% et 16% de cellules viables apres 24h, respectivement.
Secondement, ces résultats nous ont permis de déterminer une durée de traitement idéale.
Puisque 24h de traitement a I’ABT-737 (10 uM) suffisent a entrainer une baisse significative

de la viabilité dans I’ensemble des lignées testées, cette durée sera utilisée pour la suite des

expériences.
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Figure 22. Viabilité de cellules primaires de GBM suite a un traitement a ’ABT-737 (10 uM) pendant
0, 8, 24 et 23h. Les graphiques représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec les barres
d’erreur standard a la moyenne.
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4.2 INDUCTION DE L’APOPTOSE

Les résultats obtenus avec le test de viabilité ont été¢ confirmés par cytométrie en flux avec
le test Annexine V / DAPIL. Par manque de temps, ce test n’a été effectué que sur deux types
cellulaires, les T033 et les GB138 (respectivement en triplicat et avec une expérience unique)
mais devrait étre répété sur les autres cellules primaires de GBM. Les résultats de ce test
indiquent qu’environ 52% des cellules T033 et 54% de GB138 sont apoptotiques apres 24h
de traitement avec 10 uM d’ABT-737 (Figure S6). L’analyse statistique réalisée pour les T033
(test de Student) confirme que ’apoptose induite par I’ABT-737 est significativement

différente de celle observée dans les cellules non traitées.

4.3 COMPARAISON DE LA SENSIBILITE DES DIFFERENTES CELLULES PRIMAIRES
DE GBM

La sensibilité des quatre lignées de cellules primaires a ensuite été évaluée par un test de
dose-réponse. Dans cette expérience, des concentrations croissantes d’ABT-737 allant de 0 a
100 uM sont appliquées aux différentes lignées dans le but de déterminer leur ICso, ou
concentration médiane inhibitrice. Celle-ci correspond a la concentration d’ABT-737
nécessaire pour induire une baisse de 50% de la viabilité. Cette baisse de viabilité, présentée
sous forme d’histogrammes pour les quatre types cellulaires, est disponible dans la figure S7
des annexes. Un graphique représentant la viabilité exprimée pour chaque concentration
comme un ratio /viabilite ABT-737 /viabilite DMSO Jnous a permis de calculer I’ICso (Figure
23a). Unratio égal a 1 correspond a la mesure de viabilité des cellules non traitées. Une courbe
¢tablie a partir des valeurs obtenues pour chacune des concentrations est générée

automatiquement et permet de déterminer la valeur de ICso (GraphPad Prism).

De cette maniére, chaque lignée est caractérisée par une valeur d’ICso qui témoigne de sa
sensibilit¢ a ’ABT-737 (Figure 23b). Une valeur élevée indique qu’une plus grande
concentration d’ABT-737 est nécessaire pour atteindre une diminution de 50% de la viabilité
et témoigne donc d’une faible sensibilité des cellules. Ainsi, les lignées testées peuvent étre
classées de la plus sensible vers la plus résistante de la maniére suivante : T033 > T018 >

GB138>TO013.
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Figure 23. Comparaison de la sensibilité des différentes cellules primaires de GBM a 'ABT-737. a)
Graphique représentant les courbes établies sur base des ratios [viabilité ABT-737 / viabilit¢é DMSO] en
fonction de la concentration croissante en ABT-737 (de 0 a 100 uM) pour les GB138, T013, TO18 et T033.
b) Estimation des valeurs d’ICsy. Résultats issus de 3 expériences indépendantes, analyses réalisées sur

GraphPad Prism.
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5 INDUCTION DES DEUX VOIES DE L’APOPTOSE

Aprées avoir testé ’impact du virus armé d’une part et de I’ABT-737 d’autre part sur la
viabilit¢ des cellules GBM, nous avons voulu nous assurer que cette mort résultait
effectivement de I’activation de I’apoptose. L’induction des voies intrinséque et extrinséque
a donc été¢ vérifice par Western Blot (WB). Ainsi, un WB a été réalisé sur des extraits
protéiques issus de cellules GB138 cultivées en monocouche et traitées avec de ’ABT-737
(10 uM) ou infectées par oHSV-WT ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL (MOI 1) pendant 9h ou
24h. La camptothécine (7.5 pM) est utilisée comme controle pour 1’activation de la voie

intrinséque de I’apoptose.

Le cytochrome c et le clivage de la procaspase 8 ont été choisis comme marqueurs de
’activation de la voie intrinséque et extrinseéque respectivement. PARP-1, clivé lors d’une
des dernicres étapes de la voie de signalisation de 1’apoptose, témoigne de 1’activation de
I’'une ou I’autre voie. Selon la protéine recherchée, les analyses ont été réalisées sur des
extraits cellulaires totaux (PARP-1) ou provenant de fractions cytoplasmique (procaspase 8)
ou mitochondriale (cytochrome c). La qualité de I’extraction protéique de chaque fraction est
validée par la présence de controles de charge : GAPDH pour la lyse totale, B-tubuline pour
le cytoplasme et TOM20 pour la fraction mitochondriale. La présence de la glycoprotéine gD

dans les extraits issus de cellules infectées témoigne de la réplication virale dans ces cellules.

Les résultats du Western Blot réalisé sur les extraits protéiques totaux (Figure 24a)
révelent le clivage de PARP-1 (apparition d’une bande a 89 kDa) tant en réponse au traitement
a ’ABT-737 qu’a l’infection par oHSV-WT pCMV-sTRAIL. Néanmoins, le clivage de
PARP-1 est observé dés 9 heures de traitement avec ABT-737 alors qu’il n’est détecté
qu’apres 24h d’infection avec le virus armé, reflétant une activation plus rapide de I’apoptose

par I’ABT-737 que par I’infection.
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Figure 24. Evaluation de activation de ’apoptose dans des cellules GB138 par Western Blot aprés 9h
et 24h de traitement. a) Détection de PARP-1, gD et GAPDH sur des extraits cellulaires totaux traités a
I’ABT-737(10 uM) ou infectés avec [’'un des virus (MOI 1). Les contréles non infecté (Ni) et le traitement
a la camptothécine (CPT, 7.5 uM) sont réalisés apres 24h de traitement. b) Détection de la pro-caspase 8,
[-tubuline, TOM20 et cytochrome c dans les fractions cytoplasmique et mitochondriale. Les cellules non
traitées (Ni) et traitées a la CPT (7.5 uM) servent respectivement de contréle négatif et positif. Résultat
d’une expérience unique.

L’analyse des résultats obtenus sur les fractions mitochondriale et cytoplasmique (Figure
24b) s’avere un peu plus complexe. La quantité de protéines dans ces extraits n’ayant pas pu
étre dosée, le dépdt protéique s’est avéré inhomogene. Afin de rendre possible I’interprétation
de ces résultats, le WB a été quantifié. Pour cela, une densitométrie des bandes correspondant
aux protéines d’intérét (procaspase 8 et cytochrome c) a été réalisée (Image J) et rapportée a
la densitométrie des bandes correspondant aux contréles (B-tubuline et TOM?20,
respectivement). Les résultats ont ensuite été¢ normalisés en considérant la quantité de protéine
d’intérét dans I’échantillon non traité comme étant égale a 1. L’expression de la procaspase 8
a été mesurée apres 9h et 24h de traitement dans la fraction cytosolique. Celle du cytochrome
¢ a uniquement ét¢ mesurée aprés 9h de traitement (le gel a 24h ne le permettant pas). Les
résultats, présentés dans la figure 25, sont cependant a interpréter avec précaution car il s’agit

d’une expérience réalisée une seule fois.
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Une diminution du cytochrome ¢ dans la fraction mitochondriale n’a pu étre observée
apres 9h de traitement qu’avec traitement controle a la camptothécine. L’infection avec les
virus armés ou non, ainsi que le traitement a ’ABT-737 ont quant a eux entrainé une

augmentation du cytochrome ¢ dans cette fraction.

La procaspase 8, quant a elle, a vu son expression diminuer faiblement pour toutes les
conditions a 9h de traitement comparé aux cellules non traitées. Apreés 24h, en revanche, ce
niveau a augmenté considérablement avec le traitement a 1’ABT-737 ainsi que pour
I’infection avec oHSV-WT. Seule I’infection avec le virus armé a entrainé une diminution
nette de I’expression de la procaspase 8, indiquant probablement le clivage de celle-ci au
profit de la forme clivée active Cas 8. Ces résultats indiquent que, contrairement a I’ ABT-737
et a ’infection par le virus non-armé, sTRAIL active efficacement la voie extrinseque de

I’apoptose.
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Figure 25. Evolution de expression relative du cytochrome c et de la procaspase 8 par Western Blot.
Quantification d’'un Western Blot réalisé sur les extraits de cellules non infectées (Ni), traitées a la CPT
(7.5 uM), a I'ABT-737 (10 uM), infectées avec oHSV-WT ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL (MOI de 1I).
Expérience unique. a) Expression du cytochrome ¢ dans la mitochondrie aprés 9h de traitement. b)
Expression de la procaspase 8 apres 9h et 24h de traitement, représentée par les histogramme
respectivement hachurés et pointillés.
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6 SYNERGIE ENTRE LES DEUX VOIES DE L’APOPTOSE

Comme expliqué dans les objectifs de ce mémoire, les tests qui ont été effectués sur la
mort cellulaire induite par un traitement a I’ABT-737 ont ét¢ réalisés en vue d’un potentiel
armement combiné d’un oHSV, dans lequel une séquence codant pour un peptide BH3-
mimétique pourrait étre intégrée. Ainsi, apres avoir montré que I’ABT-737 était efficace sur
I’ensemble des lignées de GBM utilisées au laboratoire, certes de maniére différentielle, nous
avons évalué si un traitement combiné apporterait un avantage au virus armé existant. Pour
cela, des cellules GB138, démontrant une sensibilité intermédiaire a I’ABT-737 (Figure 23),
ont été cultivées en tumorospheres, infectées pendant 72h avec un oHSV armé ou non (oHSV-
WT ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL ; MOI de 1), et traitée ou non a ’ABT-737, ce dernier

étant ajouté ou non au milieu de culture 24h avant la fin de I’expérience.

Afin de ne pas induire une diminution trop importante de la viabilité des cellules avec un
traitement a I’ABT-737 seul, ce qui pourrait masquer un potentiel effet synergique, nous
avons arrété sa concentration a 5 uM pour réaliser les tests de traitement combinés. En effet,
puisque I’'ICso calculée a la figure 23 pour les GB138 vaut approximativement 10 uM, cette
concentration en ABT-737 entrainerait la mort d’environ 50% des cellules a elle seule. Selon
le méme raisonnement, I’infection virale a été réalisée avec une MOI de 1. Les résultats des

traitements combinés sont présentés dans le figure 26.

Traitement combiné
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Figure 26. Evaluation de Uimpact d’un traitement combiné sur la viabilité de cellules GBI38.
Combinaison d’une infection par un oHSV armé (oHSV-WT pCMV-sTRAIL) ou non (0HSV-WT) avec une
MOI de 1 pendant 72h et d’un traitement a I’ABT-737 (5 uM) pendant 24h. Le graphique représente la
moyenne de trois expériences indépendantes, avec les barres d’erreur standard a la moyenne. Chaque
symbole représente la valeur d’un réplicat.
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Bien qu’aucune condition n’entraine une baisse statistiquement significative de la viabilité
comparé aux cellules non traitées (100% de viabilité), une tendance semble se dessiner. Dans
le graphique présenté ci-dessus, la viabilit¢ décroit d’avantage lorsque I’infection est
combinée a un traitement a ’ABT-737. L’infection seule avec oHSV-WT pCMV-sTRAIL
n’induit qu’une diminution de 10% de la viabilité, contre 30% lorsque celle-ci est combinée
a I’ABT-737. Notons que les résultats obtenus dans ces conditions varient considérablement
d’une expérience a 1’autre. Dans ’'une des expériences (représentée par des triangles), la
combinaison de I’infection et de I’ABT-737 entraine une baisse de plus de 50% de la viabilité
alors que chacun de ces traitements appliqué seul n’induit pratiquement aucune mort
cellulaire. Il est également intéressant de noter qu’une tendance synergique semble aussi se
dessiner entre I’ABT-737 et le virus non armé. Néanmoins, ces résultats ne permettent pas de
mettre clairement en évidence une synergie entre I’infection par oHSV-WT pCMV-sTRAIL
et ’ABT-737.
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VI. DISCUSSION

Le glioblastome est la tumeur cérébrale la plus courante et la plus agressive, entrainant la
mort d’'une immense majorité des patients (environ 95%) dans les cinq ans qui suivent le
diagnostic [4]. Cette issue dramatique est le reflet de traitements qui demeurent insuffisants,
et particulierement de la résistance observée face a ceux-ci. Ainsi, & ce jour, contourner cette
résistance caractéristique du GBM mais également de nombreux autres cancers constitue 1’un
des objectifs majeurs pour améliorer la survie des patients [73][74]. C’est pourquoi
’utilisation d’un oHSV armé d’un transgéne pour exprimer la forme soluble de TRAIL
(sTRAIL) visant a détruire la population de cellules résistantes et activer une réponse

immunitaire antitumorale s’avére intéressante [75].

1 EFFICACITE D’UN OHSV ARME AVEC STRAIL SOUS LE
CONTROLE DE PCMV
1.1 PRODUCTION DU TRANSGENE

Un virus oncolytique exprimant sSTRAIL sous le contr6le du promoteur nestine (OHSV-
WT pN-sTRAIL) ayant montré ses limites en partie dues a 1’activation tres variable de pN
dans les cellules primaires de GBM (Figure 16), une variante de celui-ci dans laquelle le
transgene a été placé sous le controle de pCMV, un promoteur fort, a été généré (oHSV-WT
pCMV-sTRAIL). Apres avoir produit, purifié€ et titré ce nouveau virus, nous avons pu évaluer
sa capacité a sécréter STRAIL lors d’une infection de cellules primaires de GBM, les GB138.
Les résultats fournis par I’analyse ELISA ont confirmé que le transgene était correctement

produit et sécrété par ces cellules.

Bien que nous espérions observer une production supérieure lorsque 1’expression de
STRAIL est sous le controle de pCMV, cette analyse réalisée en parallele sur le milieu de
culture de cellules GB138 infectée par le virus oHSV-WT pN-sTRAIL a montré que la
quantité de sTRAIL produite par les deux virus armés €tait plutdt semblable. En effet, la
concentration de sTRAIL détectée suite a une infection avec I’un ou 1’autre oHSV varie peu
et oscille entre 320 et 430 pg/mL. Il est toutefois essentiel de rappeler que la production de
STRAIL avec oHSV-WT pN-sTRAIL est dépendante de I’expression de la nestine dans les
cellules infectées, et par conséquent que 1’avantage de la construction oHSV-WT pCMV-
STRAIL par rapport a oHSV-WT pN-sTRAIL varie entre plusieurs types cellulaires. Ainsi, si

nous avons ici observé que I’expression de sSTRAIL sous le contrdle de pCMYV n’était pas plus
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avantageuse dans les cellules GB138 dont le niveau d’expression de la nestine est inconnu,
cela n’exclut pas que cette production soit considérablement augmentée en comparaison au
oHSV-WT pN-sTRAIL dans une lignée ou I’expression de la nestine est faible. La
quantification de STRAIL dans différentes lignées de cellules primaires infectées par chacun
des virus oncolytiques permettrait de vérifier que lorsqu’il est sous controle de pCMV, le
transgéne varie moins d’une lignée de cellules primaires a 1’autre et que la construction
pCMV-sTRAIL présente un avantage sur pN-sTRAIL en particulier dans les cellules ou

I’expression de la nestine est plus faible.

1.2 INDUCTION DE L’APOPTOSE DANS UNE LIGNEE DE GBM

Apres avoir comparé la production de sTRAIL par les deux virus armés, nous avons
comparé leur capacité a induire 1’apoptose dans la lignée de GBM U87. Tout d’abord, les
résultats indiquent que, quel que soit le promoteur utilisé pour contrdler 1’expression de
sTRAIL, I"armement induit efficacement 1’apoptose dans cette lignée, contrairement a
I’infection par le virus non armé. Ceci témoigne de la sensibilité des U87 a sSTRAIL. En effet,
le virus oHSV-WT seul n’induit pas d’augmentation significative du pourcentage de cellules
apoptotiques évalué en cytométrie en flux contrairement aux deux virus armés qui provoquent
une activation importante de 1’apoptose. La raison pour laquelle un oHSV non armé n’induit
pratiquement pas la mort cellulaire par apoptose pourrait €tre liée a la capacité d’HSV a
interférer avec ’activation des caspases. Cette propriété est favorable a 1’infection car elle
permet d’échapper aux mécanismes de défense normalement mis en place par la cellule pour
freiner la production de nouveaux virions. Ainsi, plusieurs protéines virales ont été décrites
comme anti-apoptotiques, notamment les glycoprotéines gD et gJ, Us3 et le transcrit impliqué

dans la latence, LAT [76][77][30].

Les deux virus armés induisent 1’apoptose des cellules U87 avec une efficacité similaire
et le contrdle de I’expression de STRAIL par le pPCMV ne semble pas conférer un avantage
dans celles-ci. Néanmoins, en regardant les images obtenues par le test Annexine V / DAPI
en cytométrie en flux (Figure 18), nous pouvons observer une proportion plus importante de
cellules en apoptose tardive apres 72h d’infection avec oHSV-WT pCMV-sTRAIL qu’avec
oHSV-WT pN-sTRAIL. On pourrait dés lors supposer que 1’apoptose induite avec 1’une ou
’autre construction est caractérisée par des cinétiques différentes qu’il serait intéressant de

caractériser avec plus de précision.

De maniere générale, les résultats apportés par les analyses ELISA et la cytométrie en flux

indiquent que le nouveau virus armé oHSV-WT pCMV-sTRAIL induit la production du
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transgene et que celui-ci est capable d’induire 1’apoptose dans les cellules environnantes suite
a sa liaison aux récepteurs DR4 et DRS5. Des lors, cette construction a pu étre utilisée pour la

suite des expériences.

1.3 INDUCTION DE L’APOPTOSE DANS DES CELLULES PRIMAIRES DE GBM

Nous avons ensuite poursuivi la caractérisation du oHSV-WT pCMV-sTRAIL en
évaluant sa capacité a activer I’apoptose de cellules primaires de GBM. En effet, les
glioblastomes présentent une trés grande hétérogénéité, non seulement au sein des tumeurs
elles-mémes mais également d’un patient a I’autre. Ainsi, des cellules primaires obtenues a
partir de résections chirurgicales (T033 et GB138, dans un premier temps), reflétant
davantage des conditions réelles observées chez un patient ont été infectées et analysées en

cytométrie en flux.

Les résultats obtenus sur les cellules primaires TO33 et GB138 nous informent sur
plusieurs éléments. Dans les T033, lorsqu’on s’intéresse au pourcentage moyen d’apoptose,
celui-ci est 1égerement plus élevé avec le virus non armé a 24, 48 et 72h. Cependant, la
variabilité observée entre plusieurs expériences est importante et aucune différence n’est
statistiquement significative. En ce qui concerne les GB138, bien qu’aucune analyse
statistique n’ait pu étre réalisée puisqu’une seule expérience est représentée, le pourcentage
d’apoptose induite par le virus armé augmente au cours du temps, contrairement au virus non
armé pour lequel ce pourcentage reste relativement constant, et est supérieure a celui observé
pour le virus non armé apres 72h d’infection. Notons tout de méme qu’il est étonnant que
nous observions un pourcentage plus important avec le virus non armé qu’avec le virus armé
apres 24h d’infection dans les deux types cellulaires. En effet, aprés un temps relativement
court d’infection comme celui-ci, il est intuitif d’imaginer que I’impact de I’armement est
négligeable et par conséquent que seule I’infection par oHSV a un effet sur le pourcentage
d’apoptose. Puisque les cellules sont infectées avec une MOI de 1 dans les deux cas, on
s’attendrait donc a observer une proportion d’apoptose similaire suite a 1’infection par oHSV-
WT ou oHSV-WT pCMV-sTRAIL. Une hypotheése plausible pemettant d’expliquer ce
décalage serait une imprécision des titres viraux présentés dans la figure S2b, pouvant mener
a une sur- ou sous-estimation de la MOI réellement utilisée pour ’infection. Ensuite, nous
pouvons également observer que les résultats obtenus sur les cellules primaires GB138 et
T033 sont significativement différents de ceux obtenus sur la lignée U87 (Figure 19). En effet,
alors que nous observions que le pourcentage d’apoptose induite par le virus non armé était

significativement inférieur a celui obtenu avec oHSV-WT pCMV-sTRAIL apres 72h
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d’infection, ce constat n’a pas été établi dans les lignées primaires testées jusqu’a présent.
Dans ces dernieres, il semblerait que I’infection a elle seule enclenche également la voie de
I’apoptose. Les observations réalisées sur la lignée U87 et sur les cellules primaires TO33 et
GB138 témoignent de la sensibilité variable de différentes lignées de GBM a TRAIL et a

I’infection par un oHSV précédemment décrite dans la littérature [78].

Dans I’ensemble, bien que I’infection des T033 et des GB138 par le virus armé avec
sTRAIL n’ait pas montré une activation de I’apoptose significativement plus importante
qu’avec le virus non armé, il conviendrait de répéter cette expérience sur I’ensemble des
cellules primaires disponibles au laboratoire afin d’évaluer leur sensibilité a 1’infection par
oHSV-WT pCMV-sTRAIL. De fait, plusieurs éléments sont susceptibles de faire varier
I’efficacité de ce traitement. D’une part, le degré d’expression des récepteurs membranaires
permettant 1’entrée de HSV (principalement HVEM, nestine et 3-O-S HS) détermine la
sensibilité des cellules a ’infection. D’autre part, le degré d’expression des récepteurs de
TRAIL (DR4 et DRS) conditionne 1’effet pro-apoptotique du virus armé sur les cellules
environnantes. Ainsi, en parallele de la mesure de 1’apoptose en cytométrie en flux, il aurait
été intéressant de (i) comparer 1’expression de genes viraux dans différentes lignées de GBM
infectées afin d’évaluer leur susceptibilité a assurer la réplication virale, par exemple en
réalisant une expérience de RT-qPCR et (i1) comparer le niveau d’expression des récepteurs
DR4 et DRS entre différentes lignées par mesure de cytométrie en flux pour évaluer leur

sensibilité a TRAIL.

2 IMPACT DE L’ACTIVATION DE LA VOIE INTRINSEQUE DE

L’APOPTOSE

L’un des objectifs de ce mémoire était également de déterminer si I’activation de la voie
intrinseque de 1’apoptose a 1’aide d’un BH3-mimétique pouvait constituer une piste
intéressante pour détruire les cellules de GBM. Si celle-ci s’avere efficace pour induire la
mort cellulaire, nous pourrions a I’avenir utiliser cette propriété pour créer un nouveau virus
armé, en introduisant une séquence codant pour un peptide BH3-mimétique [67]. Dans un
premier temps, avant d’entamer une quelconque construction de virus oncolytique, I’impact
de I'activation de la voie intrinseque de 1’apoptose a été évalué a 1’aide de I’ABT-737, un

BH3-mimétique synthétique facile d’utilisation [63].
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Les différentes expériences réalisées sur les cellules primaires de GBM (évolution de la
cytotoxicité et de la viabilité au cours du temps, doses-réponse et apoptose par cytométrie en
flux) ont mis en évidence la capacité de I’ABT-737 a induire la mort cellulaire. Bien que ce
BH3-mimétique entraine une diminution de la viabilité dans I’ensemble des lignées testées,
les valeurs d’ICs, calculées pour chacune d’entre elles témoignent de leur sensibilité variable.
Cet impact différentiel pourrait notamment s’expliquer par des degrés d’expression différents
des protéines cibles de I’ABT-737 : Bcl-2, Bel-X,. et Bcl-W. En effet, il se pourrait que le
niveau de ces protéines anti-apoptotiques soient relativement faibles dans certaines lignées
contrairement a d’autres protéines non ciblées, Mcl-1 par exemple, et par conséquent que
I’ABT-737 seul ne permette pas d’induire la mort de maniére importante dans celles-ci
[59][79]. Les résultats obtenus dans le Western Blot réalisé sur des cellules GB138, par le
biais du clivage de PARP-1, ont également validé I’activation de la signalisation de I’apoptose
suite a un traitement a I’ABT-737. Cette activation s’est d’ailleurs montrée relativement
rapide, comme 1’atteste la présence de la forme clivée de PARP-1 déja apres 9h de traitement
(Figure 24a). La voie intrinseque n’a cependant jusqu’ici pas pu €tre mise en évidence par la
quantité de cytochrome ¢ présente dans la fraction mitochondriale. Quoi qu’il en soit, cette
expérience doit nécessairement étre répétée, probablement en adaptant la durée du traitement
a’ABT-737 pour assurer que I’analyse est bien réalisée pendant la fenétre temporelle durant
laquelle I’apoptose est en cours. En effet, selon Susan Elmore, les cellules peuvent passer par
tous les stades d’apoptose en 2h seulement ; si I’expérience est réalisée trop tot ou trop tard,

il est possible d’obtenir des résultats faussement négatifs [43].

Dans I’ensemble, les résultats présentés dans ce mémoire permettent de valider le
potentiel de I’inhibition des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 par un BH3-

mimétique pour induire la mort par apoptose dans des cellules de GBM.

Bien que nous nous soyons focalisés sur I’activation de la voie intrinseéque par le biais
d’un BH3-mimétique pour réprimer 1’effet des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques, d’autres
régulateurs clés de cette voie auraient pu étre ciblés. Tout comme les membres anti-
apoptotiques de la famille protéique Bcl-2, les protéines inhibitrices de 1’apoptose (IAPs) sont
d’autres régulateurs négatifs de la signalisation et sont, eux aussi, exprimés dans de nombreux
cancers [80]. Leur expression contribue a la résistance thérapeutique en inhibant les caspases
et est associée a un mauvais pronostic [81][82]. Le glioblastome n’y faisant pas exception,
des études menées sur la lignée U87 ainsi que des cellules primaires ont montré 1’expression
de plusieurs IAPs dans celles-ci [83][84]. Ainsi, une autre approche visant a réprimer ces

protéines a l'aide de « Smac-mimétiques », agonistes des protéines Smac (Second
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mitochondria-derived activator of caspase) relarguées par la mitochondrie pendant
I’apoptose, aurait également pu étre abordée. En inhibant les IAPs, les Smac-mimétiques
permettent de lever la répression exercée sur les caspases et par conséquent d’enclencher le
reste de la cascade pro-apoptotique [80]. De cette maniere, I’utilisation de Smac-mimétiques
permettrait, tout comme les BH3-mimétiques, de lever la résistance observée face a d’autres
traitements pro-apoptotiques, notamment le TMZ, les rayons gamma utilisés en radiothérapie

et TRAIL [85][86][87].

3 TRAITEMENTS COMBINES : UNE POTENTIELLE SYNERGIE

Le troisieme objectif de ce mémoire était d’évaluer le potentiel d’un traitement combiné,
avec d’une part de I’infection par un oHSV armé avec sSTRAIL (oHSV-WT pCMV-sTRAIL)
capable d’activer la voie extrinséque de I’apoptose et d’autre part d’un traitement a I’ABT-
737 pour induire ’activation de la voie intrinseque. Cette stratégie pourrait permettre de
contourner la résistance a TRAIL de certaines cellules, notamment a cause de la surexpression
de Bcl-2 [88][89]. Au cours des dernieres années, beaucoup d’études se sont en effet penchées
sur I’utilisation de traitements combinés avec TRAIL pour augmenter son efficacité en tant
qu’agent antitumoral, notamment avec des inhibiteurs des IAPs, de la kinase CDK9 impliquée
dans la prolifération tumorale ou des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques [61][86]. En 2012, une
équipe allemande avait mis en lumiere la synergie résultante d’un co-traitement avec TRAIL
et ’ABT-737 sur des cellules de GBM (lignées et cellules primaires), permettant d’induire
les deux voies mais également de renforcer les connexions entre celles-ci et par conséquent

induire une diminution considérable de la viabilité [64].

Dans le présent travail, la combinaison de I’infection des cellules GB138 par oHSV-WT
pCMV-sTRAIL avec une MOI de 1 et du traitement a I’ ABT-737 (5 uM) n’a pas permis de
mettre clairement en évidence une baisse statistiquement significative de la viabilité, comparé
aux traitements uniques. Avant de développer plus amplement les résultats obtenus suite aux
expériences de traitements combinés, il convient de discuter certains aspects concernant la
méthode utilisée pour 1’analyse. En effet, les résultats obtenus avec le test de viabilité utilisé
dans ce travail et basé sur I’activité métabolique des cellules sont significativement différents
de ce qui était observé en cytométrie en flux en ce qui concerne les infections virales. Pour
les GB138, environ 30% des cellules sont considérées comme apoptotiques apres 72h
d’infection avec un oHSV non armé et ce nombre s’éleve a 50% pour oHSV-WT pCMV-

sTRAIL (Figure 20b). Selon le test de viabilité réalisé dans le cadre des traitements combinés,
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ces pourcentages sont respectivement de 0% et 10% pour les mémes conditions de traitement.
Ces faibles pourcentages ne correspondent pas non plus a la morphologie des cellules
infectées observées au microscope. Alors que les cellules primaires non traitées apparaissent
comme des petites tumorospheres relativement compactes, les cellules infectées ainsi que les
cellules contréles traitées a la CPT apparaissent plutét comme des amas diffus avec des
cellules isolées et dispersées dans le puits, ce qui témoigne de la mort cellulaire induite dans
celles-ci. La figure S8 des annexes représente des photos de cellules TO33 non traitées, traitées
a la CPT ou infectée avec I'un des oHSV ; le profil général est similaire dans les GB138. Sur
base de ces observations, il semblerait que ce type de test basé sur I’activité métabolique des
cellules en dosant la quantité d’ATP ne soit pas adapté pour mesurer I’impact d une infection
sur la viabilité cellulaire. En effet, étant donné les différents mécanismes mis en place par
I’infection utilisant la machinerie cellulaire au service de la réplication virale ainsi que le
relargage des nouveaux virions, par exemple, il ne serait pas étonnant que celle-ci impacte
également certains mécanismes métaboliques et donc la quantité d’ATP cellulaire [28][31].
Outre ces suppositions, il a été précédemment décrit que la glycolyse était augmentée suite a
une infection par HSV-1, entrainant une augmentation de quantité d’ATP contenue dans le
cytoplasme des cellules infectées [90]. Cette observation permettrait d’expliquer les résultats
obtenus pour le test de viabilité réalisés suite a 1’infection avec oHSV-WT et oHSV-WT
pCMV-sTRAIL : la quantité d’ATP étant augmentée au cours de l’infection, celle-ci ne
permet pas d’obtenir une indication pertinente quant a la viabilité cellulaire. II est tout a fait
concevable que les cellules infectées soient caractérisées par un certain nombre de marqueurs
apoptotiques (comme cela a d’ailleurs ét€ démontré par cytométrie en flux et en Western
Blot), mais que la quantité d’ATP ne reflete pas 1’état physiologique de celles-ci. De ce fait,
un autre type de mesure de viabilité et disponible sous forme de test en plaque 96-puits serait
a privilégier pour étudier I’impact de traitements combinés basés sur une infection par un
oHSV. Ainsi, bien que la cytométrie en flux constitue une méthode de choix pour 1’analyse
de I’apoptose induite par une infection virale, cette méthode requiert un nombre important de
cellules et n’est des lors pas adéquate pour ce type de test dans lequel les conditions testées
sont relativement nombreuses. Le test de cytotoxicité, également utilisé pendant ce mémoire,
basé sur le relargage de LDH lorsque I'intégrité de la membrane plasmique est affectée,
risquerait également d’étre biaisé pour évaluer la mort cellulaire suite a une infection par
oHSV. En effet, la lactate déshydrogénase catalyse la conversion de pyruvate, produit final
de la glycolyse, en lactate. Par conséquent, si la glycolyse est augmentée suite a une infection
par HSV-1, la LDH pourrait également voir son expression augmenter pour transformer la

quantité grandissante de pyruvate produite. D’autres tests métaboliques non basés sur la
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quantité d’ATP couramment utilisés dans la littérature pour déterminer la viabilité cellulaire
suite a une infection virale pourraient également étre testés, par exemple le MTT ou la
résazurine [91][92][93]. Un test alternatif non métabolique basé sur la mesure de 1’activité
d’une aminopeptidase, présente de manicre constitutive et active dans les cellules viables,

pourrait également étre utilisé [91].

En ce qui concerne les résultats obtenus pour les traitements combinés, bien qu’aucune
synergie n’ait ét€ mise en évidence de maniere significative, notons tout de méme que le
pourcentage de viabilité moyen pour les GB138 ou I'infection par oHSV (armé ou non) est
combiné a I’ABT-737 est inférieur a ce que 1’on observe pour les traitements avec un seul
agent (Figure 26). L’infection seule avec le virus non armé n’induit pas de diminution de la
viabilité . Par contre, lorsqu’elle est combinée a I’ABT-737, le pourcentage de viabilité
diminue d’environ 30%. En ce qui concerne la combinaison du virus armé avec I’ ABT-737,
on observe une diminution de 20% entre I’infection seule (90% de cellules viables) et celle
combinée a I’ABT-737 (70%). Pour ’une des expériences, représentée par les triangles, nous

pouvons néanmoins observer que le traitement combiné induit clairement une synergie.

Il convient également de rappeler qu’il s’agit ici des résultats de premieres expériences
obtenus sur un seul type cellulaire, devant étre étendu aux autres lignées de GBM et dont les
parametres doivent sans doute €tre optimisés. Il faudrait notamment s’assurer que les
concentrations utilisées sont adéquates. Selon les résultats obtenus par ELISA, la
concentration de STRAIL secrétée dans le milieu apres 48h d’infection avec une MOI de 1
par oHSV-WT pCMV-sTRAIL dans des cellules GB138 s’éleve a peu pres a 400 pg/mL.
Dans les articles qui combinent TRAIL et ABT-737, la concentration en TRAIL utilisée est
certes variable entre différents types cellulaires de GBM, mais est généralement supérieure a
5 ng/mL [64][63]. Il convient donc de se demander si la quantité de STRAIL produite par le
virus armé dans ces conditions est suffisante pour déclencher une synergie entre les voies
intrinseque et extrinseque de I’apoptose. Il se peut aussi qu’une MOI de 1 soit suffisante pour
certains types cellulaires sensibles a TRAIL, notamment les U87 ou l'infection par o0HSV-WT
pCMV-sTRAIL dans ces conditions entraine 1’apoptose dans la majorité des cellules (Figure
19), mais qu’une MOI plus importante soit nécessaire dans d’autres lignées de GBM qui y
sont plus résistantes, comme les TO33 qui expriment significativement moins DRS5 en surface
[37]. De futures mises au point permettront de déterminer si une infection avec une MOI plus

forte doit étre utilisée pour augmenter la concentration de STRAIL au contact des cellules.
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4 PERSPECTIVES

A T’issue du présent travail, plusieurs éléments ont été mis en lumiére. Nous pouvons
affirmer que la nouvelle construction oHSV-WT pCMV-sTRAIL induit une production
efficace de la forme soluble de TRAIL et que celle-ci induit I’apoptose par la voie ligand-
dépendante de maniere significative dans la lignée de GBM U87. De plus, ’activation de
I’apoptose par la voie mitochondriale a ’aide d’un BH3-mimétique s’est montrée efficace
dans I’ensemble des cellules primaires issues de GBM testées. Bien qu’une potentielle
synergie entre les deux voies n’ait pas pu étre mise en évidence de maniere claire a ce stade,

elle ne peut étre écartée.

Nous observons néanmoins qu’il subsiste un bon nombre d’interrogations auxquelles les
réponses devront étre apportée a 1’aide de plusieurs mises au point mentionnées dans les
paragraphes précédents (e.g. durée de traitement, MOI de I’infection pour un traitement
combiné, type de test utilisé). De futures expériences sont nécessaires afin de confirmer le
potentiel d’un traitement combiné basé sur un oHSV armé avec sTRAIL et 1’activation de la
voie intrinseque de I’apoptose par un BH3-mimétique. De plus, la sécurité d’un traitement
basé sur I’utilisation d’un virus oncolytique est également un aspect primordial a évaluer.
Afin de nous assurer qu’un virus armé n’impacterait pas le tissu sain dans lequel est ancrée la
tumeur, nous pourrions infecter des astrocytes avec oHSV-WT pCMV-sTRAIL et vérifier
que ceci ne diminue pas leur viabilité, indiquant que la neurovirulence a bien été atténuée. Si,
les résultats obtenus in vitro sur I’ensemble des cellules primaires de GBM sont encourageants
et que le traitement est considéré sir, I’étape suivante constituera a transposer ces résultats

sur un modele plus proche des tumeurs chez les patients, bien plus complexes.

Nous pourrions travailler avec des organoides, dans lesquels nous considérerions
davantage I’hétérogénéité tumorale observée en clinique. En effet, bien que les tumorospheres
utilisées durant ce mémoire soient intéressantes pour étudier le comportement des GSCs face
aux différents traitements ainsi que la variabilité inter-tumorale, leur utilisation néglige les
effets que peut avoir le microenvironnement tumoral face a ceux-ci. Parmi les avantages que
représente 1’utilisation d’organoides formés a partir de fragments tumoraux, nous pouvons
citer: (i) conservation de 1’architecture du tissu tumoral et d’une partie de son
microenvironnement, (ii) conservation de 1’hétérogénéité phénotypique et génotypique d’une

tumeur, (iii) conservation de 1’hétérogénéité cellulaire intra-tumorale [94].

Enfin, le passage vers un modele murin constituerait une étape importante pour évaluer

I’efficacité d’un traitement combiné in vivo. Dans cette optique, deux types de modeles
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pourraient étre étudiés afin d’évaluer I’efficacité de I’infection pour réduire la masse tumorale
in vivo. D’une part, un modele de xénogreffe dans lequel des cellules humaines de GBM sont
introduites dans le cerveau de souris immunodéprimées permettrait de rendre compte de
I’hétérogénéité qui apparait entre des tumeurs d’origines différentes. D’autre part, un modele
murin dit « syngénique » permettrait quant a lui de considérer la réponse immunitaire induite
par un oHSV armé. Ce type de modele, résultant d’une greffe de cellules de GBM murines
dans des souris immunocompétentes (par exemple la lignée GL261 dans laquelle la nectine
est transduite pour permettre 1’entrée d’oHSV), permet d’étudier I’efficacité du traitement
ainsi que la contribution du syst¢eme immunitaire de 1’h6te, mais ne permet pas de prendre en
compte 1’hétérogénéité des glioblastomes. Cette approche est néanmoins intéressante pour
évaluer I’activation d’une réponse immunitaire antitumorale faisant suite a ’infection par un

oHSV armé.
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Figure S1. Représentation schématique du mécanisme d’action du BH3-mimétique ABT-737. a)
Structure moléculaire. b) Inhibition des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-Xi et Bcl-W induisant
[’oligomérisation de Bax et Bak, la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et la
libération de cytochrome c conduisant a ’apoptose. Adapté a partir de [79].

a)
b)
Virus Titre viral (pfu/uL)
OHSV-WT 8,56.10°
oHSV-WT pN-sTRAIL 1,48.105
OHSV-WT pCMV-sTRAIL 1,49.106

Figure S2. Titration virale. a) Résultats de la titration du virus oHSV-WT pCMV-sTRAIL, photo des
foyers d’infections. Image prise par [’ IncuCyte® apres 48h d’infection a partir de plusieurs dilutions du
stock de virus. b) Tableau récapitulatif des titres viraux utilisés dans ce mémoire.
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Figure S3. Efficacité de 'armement d’oHSV avec sTRAIL sur la lignée U87 CXCR4+. Histogramme
représentant les résultats de cytométrie en flux apres 24h, 48h et 72h d’infection par le virus retargeté
OHSV-ND et retargeté et armé oHSV-Nb pN-sTRAIL (Judit Sanchez Gil).
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Figure S4. Evaluation par cytométrie en flux de I’apoptose induite sur des T033 par une infection de
24h, 48h ou 72h par un oHSV armé ou non avec sSTRAIL (MOI de 1). Le traitement a la CPT (7.5 uM)
sert de contréle positif, les cellules non traitées (72h d’incubation) de controle négatif. Résultats d’une
expérience représentative.
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Figure S5. Evaluation par cytométrie en flux de ’apoptose induite sur des GB138 par une infection de
24h, 48h ou 72h par un oHSV armé ou non avec sSTRAIL (MOI de 1). Le traitement a la CPT (7.5 uM)
sert de contrdle positif, les cellules non traitées de contréle négatif. Résultats de I'unique réplicat pour
cette l'expérience.
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Figure S6. Pourcentage d’apoptose détecté par cytométrie en flux (test Annexine V / DAPI) dans les
cellules T033 (a) et GBI38 (b) aprés 24h de traitement avec 10 uM d’ABT-737. Les résultats
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes pour les T033, avec les barres d’erreurs
standard a la moyenne et le résultat d’une unique expérience sur les GB138. Les cellules non traitées
servent de controle négatif. Test de Student, * = p-valeur < 0.05.
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Figure S7. Résultat des expériences de dose-réponse pour un traitement a VABT-737. Pour chacune
des quatre lignées primaires (T013, TOIS8, T0O33 et GB138), trois expériences indépendantes ont été

réalisées avec des concentrations croissantes en ABT-737. Le DMSO sert de contrdle négatif. Two-way
ANOVA, * = p < 0.05, *** = p < 0.001] et **** = p < 0.0001.
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Figure S8. Morphologie de cellules T033 infectées. Les cellules cultivées en tumorospheres ont été
traitées avec de la camptothécine (CPT, 7.5 uM) ou infectées par un virus armé ou non avec sTRAIL

(MOI de 1) pendant 72h. Les infections sont mises en évidence par l’expression de la GFP. Images
obtenues au microscope a fluorescence, grossissement 10x.
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OPTIMISATION D’UN TRAITEMENT COMBINE BASE SUR UN
OHSYV ARME POUR LA THERAPIE DU GLIOBLASTOME

Le glioblastome est le type de tumeur cérébrale le plus agressif et le plus fréquent. Actuellement,
le traitement standard repose sur une résection maximale de la masse tumorale, suivie de radio- et/ou
de chimiothérapie. Malgré cela, I’espérance de vie médiane des patients demeure d’a peine plus d’un
an. Cette issue fatale s’explique par la résurgence systématique de la tumeur, dont des cellules aux
propriétés de cellules souches sont responsables. La résistance de ces derniéres aux traitements
précités s’explique notamment par des altérations de la voie de signalisation de 1’apoptose,
conduisant a un destin anti-apoptotique favorisant la prolifération tumorale. Ainsi, de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a cibler et détruire spécifiquement ces cellules sont recherchées.
Parmi elles, 1’utilisation d’un virus de 1’herpés simplex oncolytique (0HSV) armé avec un transgéne

pro-apoptotique, seul ou combiné avec d’autres activateurs de I’apoptose, s’est montrée prometteuse.

Pendant ce mémoire, un oHSV armé avec la forme soluble de TRAIL (sTRAIL) placée sous
le contrdle du promoteur fort CMV a été caractérisé concernant sa capacité a induire la voie ligand-
dépendante de 1I’apoptose dans plusieurs lignées primaires de glioblastome. En parall¢le, 1’efficacité
de I’ABT-737, un BH3-mimétique capable d’induire la voie mitochondriale de I’apoptose, a
¢galement été ¢valuée. Enfin, un traitement combing avec le oHSV armé et ’ABT-737 a été testé
afin de déterminer si la stimulation simultanée des deux voies de 1’apoptose entrainerait un effet

synergique.

Le virus armé dans lequel sSTRAIL est placé sous le contréle du promoteur CMV permet de
sécréter STRAIL dans le milieu extracellulaire, ainsi que d’activer 1’apoptose dans plusieurs lignées
de glioblastome. L’efficacité de I’armement s’est montrée variable entre différents types cellulaires,
induisant I’apoptose de maniére significativement plus importante qu’un oHSV non armé dans la
lignée U87 et n’étant que peu avantageux par rapport a celui-ci dans deux lignées primaires (GB138
et T033). Le traitement avec I’ABT-737 a quant a lui entrainé une diminution de la viabilit¢ dans
I’ensemble des lignées testées (T013, TO18, T033 et GB138), de maniére variable également. Bien
qu’un impact plus important ait ét€¢ mis en évidence lorsque ces deux traitements sont combinés, des

expériences supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer la présence d’un effet synergique.

La sensibilité variable des cellules a I’infection par oHSV, a STRAIL et a I’ABT-737 mises
en ¢évidence dans ce travail t¢émoigne de I’hétérogénéité intra- et intertumorale du glioblastome. La
résistance observée face a I’un ou I’autre traitement met en lumiere I’intérét d’un traitement combiné

qui doit étre optimisé davantage.
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