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Figure 1 : Invasion de la zone sous-ventriculaire des CSCs de GBM au départ d’'une masse
tumorale. Les cellules de la masse tumorale (TM) vont spécifiquement coloniser la zone

sous-ventriculaire (SVZ) apres migration via le corps calleux (CC) Goffart et al. ’



l. INTRODUCTION

1 Le glioblastome multiforme

Les tumeurs gliales malignes sont les tumeurs cérébrales primaires les plus répandues
chez les personnes adultes. La forme la plus agressive d’entre-elles mais aussi la plus
fréquemment rencontrée est le glioblastome multiforme (GBM)!. Cette tumeur est classifiée
par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme astrocytome de grade IV selon des
caractéristiques biologiques bien précises: une prolifération incontrélée des cellules gliales
du systeme nerveux central, une infiltration diffuse et non délimitée de la tumeur, une
tendance & la nécrose, une forte angiogenése ainsi qu’une résistance a I'apoptose?. De plus,
la gravité de ce cancer est définie par sa propagation tres rapide, son haut taux de récidive,

sa capacité de migration vers la zone sous-ventriculaire et le trés mauvais pronostic associé>.

Malgré les traitements actuels (radiothérapie, chimiothérapie et résection chirurgicale),
les patients atteints de GBM présentent un taux de survie en général de 12 a 15 mois en
raison des récidives particuliérement fréquentes . Il est donc primordial de développer de
nouvelles méthodes thérapeutiques qui permettront non seulement de cibler
spécifiguement les cellules cancéreuses mais également d’empécher toute rechute due aux

cellules souches tumorales qui peuvent échapper a la résection 3°.

2 Des cellules souches cancéreuses

En 2003, la découverte d’'une sous-population cellulaire, appelée cellules souches
cancéreuses (CSCs), a permis d’expliquer la récurrence des GBMs °. Ces cellules sont capables
de quitter la masse tumorale et de coloniser préférentiellement la zone sous-ventriculaire
(ZSV) du cortex (figure 1). Elles présentent a leur surface des marqueurs membranaires de
prolifération, d’auto-renouvellement et de différenciation, leur permettant d’échapper aux
thérapies visant les cellules différenciées. De plus, a distance du site initial de la tumeur, ces
CSCs sont capables de générer de nouvelles masses cancéreuses post-résection. Elles s’auto-
régulent en détournant le microenvironnement de cytokines initialement sécrétées pour

maintenir les jeunes cellules neuronales en quiescence dans la zone sous ventriculaire 57,

2.1 Les marqueurs des CSCs

Le role des cellules souches cancéreuses dans les cancers malins fut trés étudié ces
derniéres années. Il est désormais bien établi que ces cellules participent activement au
processus d’initiation de la tumeur, de sa progression, de la formation des métastases et de

la rechute 8. Elles sont caractérisées par la présence ou I'absence de marqueurs spécifiques.
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Figure 2 : Migration des GSC vers la SZV via la voie CXCR4/CXCL12. L’augmentation de la
concentration en CXCL12 dans la SVZ maintient un microenvironnement. Les cellules venant
de la masse tumorale surexpriment CXCR4 et migrent vers la SZV. Adapté de Goffart et al.’
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Figure 3 : La chimiokine CXCL12. Ce monomeére est composé d’une région N-term et d’une
longue boucle N (N-loop) en vert, de trois brins § anti paralleles jaunes reliés entre eux par
les boucles 40’s loop et 30’s loop, et d’un domaine C-terminal organisé en hélice a en rouge.
En noir sont représentés les deux ponts disulfures formés entre les résidus cystéines.
Murphy et al.*®



Parmi ces marqueurs, on retrouve ceux des protéines membranaire telles que CD15, CD24,
CD44, CD133, CXCR4, NCAM et les transporteurs ABC, mais aussi des protéines
cytoplasmiques comme la nestine, I'aldéhyde déshydrogénase et la RNA-binding protéine
Musashi 1 ou nucléaires comme Sox-2, Oct3 et Nanog #°. CD133 et la nestine sont les
marqueurs les plus couramment utilisés pour I'identification de cellules souches neuronales

et sont devenus nécessaires a la caractérisation du glioblastome et donc des CSCs *°.

2.2 l'importance de la zone sous-ventriculaire

Les cellules souches du glioblastome (GSC), sont notamment impliquées dans la
tumorigeneése, dans le maintien des tumeurs et dans leur résistance thérapeutique. Plusieurs
études démontrent que ces cellules du GBM présentent une affinité pour la zone sous-
ventriculaire (ZSV) du cerveau ¥>7. En effet, cette région conserve la capacité de produire des
neurones et des cellules gliales tout au long de la vie, fonctionnant comme une source de
cellules souches et de progéniteurs chez les adultes °. Les GSC ont tendance a quitter la masse
tumorale initiale pour aboutir dans la ZSV via la sighalisation CXCL12/CXCR4 (figure 2) 4. Plus
récemment, il a été montré que la sécrétion de la cytokine CXCL12 par les cellules
endothéliales, tumorales et les cellules souches cancéreuses maintient un
microenvironnement qui contribue au renouvellement, a la survie et a la migration des GSC,

les protégeant dés lors des agents thérapeutiques 11213,

2.3 Les chimiokines

Les cytokines chimiostatiques (appelées chimiokines) représentent une famille de
protéines basiques de faible poids moléculaire (8 a 17 kDa) sécrétées par différents types
cellulaires. Elles sont principalement impliquées dans la migration des globules blancs, leur
activation, le contrble de leur recrutement, leur fonction effectrice, mais aussi dans la
modulation de I'hématopoiése, de I'angiogenése et de I'immunité adaptative 1*>, En plus
de leur réle de chémo-attracteur envers les leucocytes, les chimiokines sont impliquées dans
I'initiation, le développement, la progression tumorale et également dans le développement

des métastases 1718,

2.4 La chimiokine CXCL12

CXCL12 (CXC chemokine ligand 12, figure 3) est exprimée constitutivement par une
large variété de tissus a la différence des autres chimiokines dont I’ expression est induite par
des signaux plus spécifiques *°. Cette chimiokine, initialement nommée SDF-1 (Stromal cell
Derived Factor-1), est I'unique ligand endogene de CXCR4 et CXCR7 (avec CXCL11),

récepteurs surexprimés dans des GSCs (Glioblastoma Stem Cells) %. Elle posséde deux
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Figure 4 : Représentation schématique du récepteur CXCR4. Ce récepteur posséde une extrémité N-
terminale, trois boucles extracellulaires, sept hélices transmembranaires, trois boucles intracellulaires et
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également représenté. Brelot et g/ 2
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Figure 5 : Interaction CXCR4-CXCL12. Représentation schématique du mécanisme en deux étapes.
Kofuku, Y. et al *



isoformes majeures (CXCL12 a de 68 acides aminés, et CXCL12 B de 72 acides aminés)
chacune issue d’un méme géne, mais qui different par la présence de 5 acides aminés en
position C-terminale dans la forme B suite & un épissage alternatif 2. Etant une molécule pro-
inflammatoire, elle agit sur le chimiotactisme des cellules hématopoiétiques et est impliquée
dans la lymphopoiése, la myélopoiése, la migration des progéniteurs hématopoiétiques ainsi
que dans le développement embryonnaire d’organes cruciaux tels que le cceur, le cerveau et
les vaisseaux sanguins. CXCL12 joue donc un role dans la migration cellulaire dans le systeme

nerveux central (SNC) en cours de développement 181921,

2.5 Le récepteur CXCR4

Le récepteur CXCR4 (CXC chemokine Receptor type 4, figure 4) fait partie des 18
récepteurs de chimiokines connus pour leur implication dans la migration cellulaire selon un
gradient de cytokines. Ces récepteurs sont des protéines membranaires couplées a des
protéines G et composées de 7 domaines transmembranaires. Ils sont subdivisés en 4
groupes selon la position de leurs deux premieres cystéines (CXC, CC, C et CXsC) et leur

expression varie selon le type cellulaire 2.

CXCR4 est retrouvé dans une grande variété de tissus (dont la moelle osseuse, la rate
et le thymus), il est également impliqué dans la prolifération tumorale, surexprimé dans
certains cancers dont le GBM et est associé au faible pronostic de survie des patients %22, La
signalisation médiée par CXCR4/CXCL12 favorise la genése de la tumeur et augmente la
prolifération cellulaire tout en augmentant I'angiogenése via le facteur de croissance VEGF
23 Cet axe CXCR4/CXCL12 est crucial dans I’échappement des CSCs aux radiations et agents

chimiothérapeutiques, il est donc une cible de choix dans I’'étude du GBM.

L'interaction entre CXCL12 et le récepteur CXCR4 est un mécanisme en deux étapes
(figure 5). Dans un premier temps, la région N-term de la chimiokine reconnait rapidement
la région exposée du récepteur (N-term également). Cela va permettre a CXCL12 de s’ancrer
a cette partie extracellulaire de CXCR4. Cette étape préliminaire est importante pour la
spécificité et I'affinité du ligand envers le récepteur. La seconde étape de la liaison consiste
a un changement de conformation des feuillets transmembranaires de CXCR4 permettant

I'activation de la protéine G et donc la transmission du signal a I'intérieur de la cellule 2%,
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Figure 6 : Structure du géne nestine chez ’'Homme. Les exons sont représentés en bleu, la

région 5’UTR se situe en amont du premier exon, la région 3'UTR se situe en aval du 4° exon.
Neradil et Veselska 3!



3 La nestine

Comme cité plus haut, la nestine est un marqueur couramment utilisé pour
I'identification de cellules souches neuronales, notamment les cellules souches cancéreuses
11, Cette protéine fait partie de la superfamille des filaments intermédiaires de type IV. Les
filaments intermédiaires représentent un des trois composants principaux du cytosquelette
des cellules animales (avec les filaments d’actine et les microtubules). Les filaments
intermédiaires ont un diametre de 8 a 12 nm et sont composés de protéines fibrillaires
assemblées de facon hélicoidale. Sur base de la nature des polymeéres constituant les
protéines fibrillaires, 5 sous-types ont été identifiés. On y trouve les kératines (acides et
basiques), la vimentine, les neurofilaments, les lamines ainsi que des protéines fibrillaires en
rapport avec les cellules gliales. La nature protéique des filaments intermédiaires est variable
d'un type cellulaire a l'autre : vimentine dans les fibroblastes, neurofilaments dans les
neurones, cytokératine dans les cellules épithéliales, lamine dans les noyaux, mais leur

% Les filaments intermédiaires sont nécessaires au

structure de base reste identique
maintien de la forme cellulaire et a I'ancrage des différents organites. lls interviennent donc
dans la solidité de la cellule, mais aussi dans I'adhérence et la cohésion cellulaire car ils sont

en relation avec les desmosomes et les hémidesmosomes 2527,

Par conséquent, I'étude des filaments intermédiaires est un excellent moyen
d’analyser les mécanismes impliqués dans les transitions cellulaires. Il est établi que les
cellules souches du systeme nerveux central en développement expriment fortement la
nestine . En effet, I'expression du géne codant pour cette protéine semble étre fortement
associée a I'état des cellules progénitrices du SNC. Par ailleurs, on retrouve également la
nestine dans les cellules qui s’auto-renouvélent au niveau de la zone ventriculaire chez

t 222 Dans le striatum

I'adulte et dans le muscle squelettique en développemen
embryonnaire (et surtout dans la zone ventriculaire), on retrouve jusqu’a 95% de cellules
nestine-positives avant leur différenciation. In vitro, ces cellules expriment de moins en
moins la protéine lors de leur différenciation 23°. En comparaison avec des cancers du
cerveau de moindre malignité, les glioblastomes expriment trés fortement la nestine. Cela

indique une corrélation entre I'expression de la nestine et le caractere malin des groupes de

tumeurs du SNC.

3.1 Un promoteur nestin
L’équipe de C. Lothian et U. Lendahl a démontré en 1997 que le second intron du
géne codant pour la nestine est trés conservé chez le rat et ’lhomme (figure 6) 3% De plus,

une étude de la régulation du géne codant pour la nestine chez le rat et 'THomme a établi

4






gue ce second intron agit comme un enhancer dans le cerveau en développement, dirigeant
I’expression dans les cellules neuroépithéliales. Les éléments présents dans le second intron
sont donc capables de diriger fortement et spécifiquement I'expression d’'un géne rapporteur
lors du développement neuroépithélial 2332, |’étude de I'expression du géne rapporteur
lacZ sur des embryons de souris transgéniques a permis d’établir la présence d’éléments
dirigeant I'expression de la nestine au niveau du second intron a différentes étapes du
développement du SNC, en particulier les deux domaines fortement conservés chez le rat et
I’'Homme faisant 57 et 38 pb de long ( > 90% d’identité) 333, [’utilisation d’un tel promoteur
a déja démontré qu’il est possible de diriger I'expression d’'une protéine dans les cellules de

glioblastome 3435,

4 Les nouvelles thérapies

La complexité du GBM rend difficile le traitement des patients par les approches
classiques. Parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques, on retrouve la thérapie génique,
I'immunothérapie, la thérapie par cellules souches et I'édition de génome par le systeme
CRISPR/Cas9 3. Une des derniéres armes établies contre le cancer est I'utilisation des virus

oncolytiques.

4.1 Une nouvelle arme contre le cancer : les virus oncolytiques

Un virus oncolytique (OV) est un virus atténué qui n’infecte ou ne se réplique que
dans des cellules en forte division (cancéreuses), conduisant a leur lyse et épargnant les
cellules non infectées. Plusieurs virus ayant ces propriétés ont été répertoriés et sont
d’importants agents thérapeutiques dans la recherche contre le cancer. Certains d’entre eux
ont naturellement un tropisme préférentiel pour les cellules tumorales, d’autres ont été
sélectionnés et/ou génétiquement modifiés a cette fin. C’est le cas de I'Herpés Simplex Virus

(HSV) 3637,

4.2 Un herpeés virus oncolytique

L'herpés virus oncolytique (oHSV) fut un des premiers virus oncolytique
génétiquement créés et reconnu par la FDA (Food and Drug Administration) pour son
utilisation dans le traitement de mélanomes. Les avantages de son utilisation sont
nombreux : son génome est connu, il présente de nombreux genes non essentiels et nous
disposons de plusieurs antiviraux permettant de contrdler le virus en cas de probleme
d’infection. Il fait donc I'objet d’une attention toute particuliere et a déja démontré ses effets
prometteurs dans le contexte du GBM 38, Il est dérivé d’un herpés simplex virus de type 1 qui

a été atténué en réalisant des mutations (délétions entre autres) dans son génome. Parmi
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protégé par une capside icosaédrique (100-110 nm). Le tégument composé de 26
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séparées par des régions répétées et inversées TR, et IR encadrant U, et IRs et TRs

encadrant Us



elles, on retrouve la délétion du géne ICP34.5 (encodant une protéine neurovirulente) qui
rend la réplication dépendante de la voie MEK *°. MEK est une kinase régulatrice activée par
les MAPKkinases dont la fonction principale est d’assurer la survie cellulaire et la
prolifération. Elle est d’autant plus activée dans les cellules tumorales qui présentent une
dérégulation dans I'expression de facteurs de croissance %°. La délétion du géne viral ICP6
(encodant une ribonucléotide réductase), empéche quant a elle la réplication du virus dans
les cellules quiescentes. Sa fonction est complémentée par I'expression de genes spécifiques
du métabolisme des acides nucléiques qui est accrue dans les cellules en division **. Ainsi, la
délétion de ces genes de réplication virale est complémentée par le métabolisme des cellules

tumorales.

Cet herpes virus oncolytique atténué peut par ailleurs étre modifié pour cibler
spécifiguement une sous-population cellulaire bien précise, comme par exemple les GSC, et
étre armé avec des genes codant pour des protéines induisant la mort des cellules ainsi
ciblées. Plusieurs équipes de chercheurs ont récemment démontré |'utilisation de tels virus

armés contre le glioblastome multiforme pour induire I'apoptose cellulaire 4>4344,

4.3 HSV-1

L'herpés virus de type 1 (HSV-1) appartient a la famille des Alphaherpesviridae
comprenant plus de 200 membres. Les virus appartenant a cette famille sont caractérisés par
un cycle réplicatif rapide et tres lytique, une gamme d’hétes restreinte, un fort
neurotropisme ainsi qu’une capacité a entrer en latence au niveau du systéme nerveux
périphérique. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 90% de la population
mondiale est infectée par un virus faisant partie de cette famille **. Le virus HSV-1 est celui
que I'on rencontre le plus fréquemment chez I’'homme et est a I'origine d’'une maladie tres
contagieuse. La primo-infection a HSV-1 survient généralement dans I'enfance et, le plus
souvent, est asymptomatique. Aprés cette infection initiale, I'HSV-1 reste latent dans les
ganglions nerveux sensitifs a partir desquels il peut périodiguement se réactiver pour
déclencher différents symptomes. Dans I'immense majorité des cas, il s’agit d’herpés

orofacial/labial, mais il existe une certaine proportion d’infections génitales a HSV-1 4%,

Structurellement, le virion présente une forme sphérique de 225 nm et est composé
de trois éléments principaux, une nucléocapside protégeant le génome, une bicouche
lipidigue formant une enveloppe, et entre les deux, une région protéique nommée le
tégument ¥, La capside protectrice présente une symétrie icosaédrique, contient I’ADN

double brin empaqueté et est composée de 162 capsomeres *>* (figure 7).
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Le génome de I'alpha herpés virus encode plus de 80 genes codant pour les protéines
structurales et pour tous les facteurs nécessaires a sa réplication dans la cellule héte 44, ||
se présente sous forme d’ADN double brin (152 kpb) et est constitué de deux unités
uniques (longues, U, et courtes, Us) séparées par une région comprenant des séquences
répétées et inversées. Les séquences encadrant la partie U, sont désignées TR, et IR, tandis

que celles encadrant la composante Ussont IRs et TRs (figure 8).

4.3.1 Cycle lytique HSV-1
L'infection par HSV-1 se fait en plusieurs phases et débute par I'attachement et la
fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule. La premiere étape est
I'interaction des glycoprotéines de surface du virus avec les récepteurs cellulaires. Les
glycoprotéines virales impliquées dans cette fusion sont les glycoprotéines C et B (gC et gB)
qui interagissent avec les glycosaminoglycanes de la surface cellulaire (comme I’héparane

sulfate) #.

Ensuite, la gD se lie a des récepteurs cellulaires identifiés comme étant des molécules
appartenant a la superfamille des récepteurs au TNF-a (Tumor Necrosis Factor) telle que
HVEM (Herpes Virus Entry Mediator) et des molécules apparentées au récepteur des
poliovirus, appartenant a la superfamille des immunoglobulines telle que la nectine *°. La
fusion de I'enveloppe externe virale avec la membrane plasmique nécessite également la
présence de gB et d’un hétérodimére formé de gH et de gL >*. Elle libére dans le cytoplasme
la nucléocapside et les protéines tégumentaires du virus. Parmi celles-ci, la protéine VHS
(Virion Host Shut-off, U41) dégrade les ARN messagers cellulaires, et donc interrompt les
synthéses protéiques de la cellule, tandis que la VP16 ou a-TIF (Trans-Induction Factor, U 48)
migre vers le noyau et servira d’activateur transcriptionnel des genes IE. La nucléocapside,
transportée par le cytosquelette via les microtubules, parvient a un pore de la membrane

nucléaire ou elle livre ’ADN au noyau >%%3°%,

Une fois libéré dans le noyau de la cellule héte, I’ADN viral se circularise via les
séquences répétitives inversées terminales, et il est transcrit par I'’ARN polymérase Il
cellulaire. Transcription et traduction se font en trois phases successives : a (Immediate-Early
IE), B (Early E) et y (Late L), régulées en cascade. Les génes a/IE sont les premiers a étre
transcrits en utilisant I'lappareil transcriptionnel de I’'hGte. Font partie de ces génes : ICPO,
ICP4, ICP22, ICP27, ICP47, et US1.5. lls servent principalement a activer I'expression des

geénes B % (figure 9).






Les protéines encodées par les genes B sont essentiellement des enzymes virales
impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques et la synthése de I’ADN viral (comme
la ribonucléotide réductase U,39-U,40, la thymidine kinase U,23, la DNase alcaline, la
dUTPase U,50, I’ ADN polymérase U.30, I’ hélicase, la primase,...). Ces genes suppriment
I'expression d’enzymes cellulaires mais aussi des genes a et vont également permettre
I'activation des genes tardifs. Le niveau d’expression de 'ADN polymérase atteint son
maximum 4 heures post-infection et la réplication de I’ADN viral qui s’en suit dans le noyau

se fait par un mécanisme de cercle roulant #>°°,

Enfin, I'expression des génes y tardifs est induite par les protéines a ou B et ils ne
sont transcrits qu’une fois la réplication de I’ADN viral entamée. Cela aboutit principalement
a la production des protéines structurales, protéines de la nucléocapside et glycoprotéines
d’enveloppe. La morphogenése de la capside, dont VP5 est la protéine principale (major
capsid protein), met en jeu des protéines d’échafaudage et une protéase virale. Les capsides
s’auto-assemblent dans le noyau et s’y accumulent, emprisonnant I’ADN viral néosynthétisé.
Grace aux protéines codées par UL36 et UL37, les capsides sont ensuite transportées du
noyau vers le cytoplasme et la formation de I'enveloppe virale se fait a partir de la membrane

du Golgi *’. Enfin, la sortie des virions hors de la cellule se fait par exocytose *2,

5 Induire la mort cellulaire

L'apoptose (ou la mort cellulaire programmée) est le processus par lequel les cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal intrinséque ou extrinseéque. C'est
l'une des voies possibles de la mort cellulaire qui est physiologique, programmée
génétiquement et indispensable a la survie des organismes multicellulaires. Il y a un équilibre
constant entre la prolifération cellulaire et I'apoptose. Contrairement a la nécrose,
I'apoptose ne provoque pas d'inflammation : les membranes plasmiques ne sont pas
détruites directement, et la cellule émet des signaux de mort qui permettront sa phagocytose
par les cellules de I'immunité, notamment des macrophages. Dans les cellules cancéreuses,
I’équilibre entre I'apoptose et la prolifération cellulaire est rompu. Les cellules deviennent
résistantes a I'apoptose et se multiplient de facon anarchique. Une piste dans le traitement
du cancer serait d’induire, voire de forcer I'apoptose de ces cellules tout en épargnant les

cellules saines environnantes.

5.1 TRAIL pour induire I'apoptose
La protéine TRAIL (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand) fait

partie de la famille des TNF et est capable d’induire I'apoptose par la voie extrinseque (ligand-
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Figure 10 : TRAIL. Adapté depuis Uniprot P50591



dépendante) activant la voie des caspases. Cette protéine, connue également sous le nom
de TNFSF10, ou Apo2L est exprimée constitutivement dans toutes les cellules. On la retrouve
particulierement au niveau des poumons, de la rate et de la prostate, elle y est exprimée a la

surface des NK (Natural Killer), des cellules T, des macrophages et des cellules dendritiques

58

TRAIL est composée de 281 acides aminés et présente une masse moléculaire de
32.52 kDa avec un point isoélectrique de 7,63 *°. Chez ’'Homme, le géne encodant TRAIL se
situe sur le chromosome 3 a la position 3g26. TRAIL est une protéine transmembranaire de
type Il ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique via des résidus hydrophobes,
avec la partie C-term tournée vers la lumiére du réticulum et la partie N-term tournée vers
le cytosol. Sa partie C-term extracellulaire (acides aminés de 114 a 281 comprenant la
séquence signal) peut étre clivée lors de son expression a la membrane plasmique pour
donner une forme soluble sécrétée mature de la protéine . La forme clivée soluble est
biologiquement active et présente une masse moléculaire de 19-20 kDa pouvant former des

homotrimeéres **%° (Figure 10).

Comme pour la plupart des membres de la famille TNF, TRAIL forme des
homotriméres pouvant se lier a 3 molécules réceptrices. Le domaine carboxy-terminal
extracellulaire de TRAIL présente une homologie avec FasL (23,2%) et TNF (19,0%), mais
contrairement a FasL et TNF, TRAIL porte un ion zinc a l'interface du trimere, qui est
coordonné via un résidu de cystéine libre (Cys230) de chague monomeére. Cela est un point
essentiel de l'intégrité structurelle de TRAIL, de sa stabilité et de sa capacité a induire

I'apoptose 606162,

5.2 Les récepteurs de TRAIL

TRAIL induit I'apoptose en interagissant avec ses récepteurs. Cing récepteurs sont
connus a I’heure actuelle et appartiennent tous a la superfamille des récepteurs TNF : deux
sont des récepteurs de mort (death receptor, DR4 et DR5), deux autres agissent plutét en
tant que leurre (decoy receptor, DcR1 et DcR2) et le dernier récemment découvert est
I'ostéoprotégérine (OPG). Cette derniére fut initialement identifiée comme un récepteur

soluble de RANK/OPGL mais elle est capable de lier TRAIL 364,

DR4/TRAIL-R1 et DR5/TRAIL-R2/KILLER sont des protéines transmembranaires de
type | de 468 (DR4) et 411 (DR5) acides aminés et sont surexprimées dans certains cancers
dont le GBM %. Ces deux récepteurs contiennent un peptide signal amino-terminal

extracellulaire, deux domaines extracellulaires riches en cystéines, un domaine
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transmembranaire et une région carboxy-terminale cytoplasmique. De plus, DR4 et DR5
présentent une homologie dans leurs deux domaines extracellulaires riches en cystéine qui
sont des sites de liaison du ligand TRAIL. Les régions carboxy-terminales intracellulaires de
DR4 et DR5 contiennent un domaine de 70 acides aminés présentant une forte similarité avec
les domaines de mort (DD, Death Domain) de TNFR1 et Fas qui, lors de la liaison au ligand,
initient une cascade de signalisation d'apoptose %7, En outre, il a été démontré que le

récepteur DR5 est surexprimé dans les tissus issus de glioblastomes par rapport 8 DR4 6568,

TRAIL-R3/DcR1 et TRAIL-R4/DcR2 semblent agir comme des leurres car ils inhibent
I'apoptose induite par TRAIL lorsqu’ils sont surexprimés. lls présentent une homologie
proche du domaine extracellulaire de DR4 et DR5 mais ne possédent pas de « vrai » domaine
de mort DD. Celui-ci étant absent (DcR1) ou tronqué (DcR2) %93, Ces récepteurs ne peuvent
donc pas transduire de signal apoptotique car ils ne possedent pas de domaine de mort. Leur
fonction est d’attirer le ligand TRAIL et de le séquestrer au niveau de la membrane lipidique.
Ils empéchent ainsi la liaison de TRAIL sur les récepteurs DR4 et DR5, inhibant I'activation des

caspases et protégeant les cellules de I'apoptose (Figure 11).

5.3 Voie de signalisation médiée par TRAIL

L'apoptose peut étre déclenchée par des signaux qui suivent deux voies, appelées
respectivement voie extrinseque et voie intrinséque, qui different par leurs étapes primaires
mais convergent ensuite pour activer une petite famille d’enzymes protéolytiques appelées
caspases. Ce nom vient du fait que ces enzymes sont des protéases a cystéine dans le site
actif, qui clivent leur substrat au niveau de résidu acide aspartique. Chacune des voies initie
I'apoptose en activant une caspase initiatrice qui active par clivage des caspases effectrices
communes (les caspases 3 et 7), qui effectuent ensuite les clivages conduisant aux

manifestations de I'apoptose.

La voie extrinseque de I'apoptose constitue un des mécanismes par lesquels les
cellules infectées par des virus sont tuées par les lymphocytes T cytotoxiques et par leurs
équivalents de I" immunité innée, les cellules tueuses naturelles NK. Le signal peut étre
déclenché par TRAIL. La fixation du ligand induit la formation d’'un complexe autour de la
région cytoplasmique, qui comprend des molécules adaptatrices et la procaspase 8 ou la
procaspase 10. Ces (pro)caspases ont une activité faible mais suffisante pour maturer par
clivage des molécules avoisinantes en caspases hautement actives. Les caspases 8 et/ou 10
matures vont ensuite activer par protéolyse les procaspases effectrices, déclenchant une

cascade amplificatrice qui conduit & 'apoptose 7°.
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Figure 12 : Voie extrinséque de I’apoptose induite par TRAIL. Lors de la liaison du ligand
trimérisé a 3 de ses récepteurs, ceux-ci envoient un signal au travers de la membrane
plasmique et induisent la dimérisation de leur domaine de mort DD. Cela permet le
recrutement de protéines adaptatrices telles que la protéine du domaine de la mort associée
au FAS (FADD) pouvant activer les caspases initiatrices (caspase-8 et caspase-10). La caspase-8
et la caspase-10 devenues actives clivent et activent ensuite les effecteurs caspase-3 et
caspase-7, conduisant a I'apoptose.



L'induction de I'apoptose par TRAIL commence par sa liaison a DR4 ou DRS5, induisant
leur trimérisation et leur activation. La trimérisation des DDs permet le recrutement d’une
molécule adaptatrice, FADD (Fas Associated Death Domain), pour activer la caspase-8. FADD
est une protéine intracellulaire de 245 acides aminés possédant un domaine de mort en C-
term et un domaine effecteur de mort en N-term. Le domaine effecteur de mort permet le
recrutement des caspases. FADD se lie donc aux DD des récepteurs de TRAIL par interaction
homophilique des DD et recrute ensuite la caspase-8, toujours par interaction homophilique
des DD, tout cela méne a I'assemblage du complexe inducteur de mort (death-inducing
signaling complex, DISC) 8771 DISC est composé de protéines adaptatrices FADD et des
caspases initiatrices qui, par une cascade de clivages, vont former des caspases actives et

induire I'apoptose a proprement dite (figure 12).
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Il. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Le glioblastome est la tumeur cérébrale primaire la plus fréquente et la plus agressive
chez les adultes. La résection chirurgicale suivie d'une radiothérapie et/ou d'une
chimiothérapie constitue le traitement standard. En dépit de I'amélioration des traitements,
les patients atteints de glioblastome ont un mauvais pronostic, principalement en raison de
la récurrence de la tumeur. Il a été récemment montré dans un modele de xénogreffe que
les cellules du glioblastome peuvent échapper a la masse tumorale et envahir spécifiquement
les zones sous-ventriculaires (SVZ) du cerveau adulte. Ces cellules expriment CXCR4 et sont
attirées par le CXCL12 sécrété par les cellules de la SVZ. Malgré de nombreux efforts, les
agents moléculaires ciblés n'ont jusqu’a présent pas amélioré la survie des patients de
maniere significative, justifiant la recherche de nouvelles approches parmi lesquelles
['utilisation des virus oncolytiques. En raison de son génome de grande taille, de son cycle
infectieux rapide et du fait que, si nécessaire, il peut étre contrélé par I'acyclovir, le virus de
I'herpés simplex (HSV) a été modifié de maniere a ne se répliquer que dans les cellules

tumorales et utilisé comme virus oncolytique (oHSV).

Le but de ce présent travail est de générer un oHSV armé d’une séquence sTRAIL
codant pour une protéine soluble activant la voie extrinseque de I'apoptose et ce, dans les
cellules souches de glioblastome. L’expression de cette protéine sera médiée par I'activation
d’un promoteur nestine spécifique des cellules souches neuronales. En préambule et avant
toute construction en HSV, il sera nécessaire de valider la construction en utilisant un virus
vecteur plus simple a manipuler. Les génes d’intérét seront insérés en Lentivirus, permettant
ainsi une évaluation rapide de la fonctionnalité des constructions, avant de les insérer dans

le génome de I'Herpés simplex, le BAC fHSVQuick-1.
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1. MATERIEL

1 Lignées cellulaires

Les différents types cellulaires (hormis la lignée U87 CXCR4*nih2) utilisés sont cultivés
dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Lonza) complété avec 10 % de
sérum feetal bovin (FBS, Gibco) préalablement décomplémenté. Les cellules sont incubées a

37°C en 5% de CO,.

1.1.  Cellules HEK293T Lx1B4
Les cellules HEK293T Lx1B4 sont des cellules embryonnaires de rein humain

facilement transfectables et permettant un haut taux d’expression de particules virales.

1.2.  Cellules U87 CXCR4*nih2

Les cellules U887 CXCR4*nih2 (A.Chevigné, LIH, Luxembourg) sont des cellules
épithéliales dérivées de cellules gliales d’un glioblastome humain surexprimant le récepteur
cxcrd. Ces cellules sont cultivées dans du milieu DMEM complété avec 15 % de FBS
préalablement décomplémenté, additionné de généticine (200 pug/ml ) et de puromycine (0,5

ug/ml).
1.3. Cellules LN18

Les cellules LN18 (ATCC 2610) sont des cellules épithéliales dérivées de cellules gliales

d’un glioblastome humain de grade IV.

1.4.  Cellules T98G
Les cellules T98G (ATCC 1690) sont des cellules fibroblastiques dérivées d’un

glioblastome multiforme.

1.5.  Cellules HADF
Les cellules HADF sont des cellules fibroblastiques matures de peau humaines venant

directement d’un donneur (lignées primaires).
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2. Plasmides lentiviraux utilisés

Virus

Caractéristique

Carte plasmide (Vector Builder)

LV_pNES_GFP(blasti)

Lentivirus encodant la GFP sous
le contréle d’'un promoteur

nestine.

pLV_pNES_GFP(blasti)
(Annexe 1)

LV_pCMV_TRAIL(blasti)

Lentivirus encodant la forme
compléte de la protéine TRAIL
sous le contréle d’'un promoteur

CMV.

pLV_pCMV_TRAIL(blasti)

(Annexe 2)

LV_pNES_TRAIL(blasti)

Lentivirus encodant la forme
compléte de la protéine TRAIL
sous le contréle d’'un promoteur

nestine.

pLV_pNES_TRAIL(blasti)

(Annexe 3)

LV_pNES_sTRAIL(blasti)

Lentivirus encodant la forme
soluble de la protéine TRAIL sous
le contréle d’'un promoteur

nestine.

pLV_pNES_sTRAIL(blasti)
(Annexe 4)

Table 1 : Liste des lentivirus utilisés et leurs caractéristiques

3. Tampons

3.1.  Tampon de lyse RIPA

Ce tampon est utilisé pour la lyse cellulaire nécessaire a la récupération des protéines

totales. Il est composé de : 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 ; 150 mM de NaCl ; 1 mM d’EDTA; 1%

de NP40 (Roche) et 0,25% de DOC (Deoxycholate de sodium). Des inhibiteurs protéases

(Complete, Roche) et des phosphatases (ThermoScientific) sont ajoutés a ce tampon avant la

réalisation de la lyse cellulaire.

3.2. Tampon de migration

Ce tampon est utilisé pour la migration des protéines lors d’électrophoreses sur gel

de polyacrylamide. Sa composition est la suivante : 50 mM De Tris pH 8,65; 192 mM de

glycine et 3,5 mM de dodécylsulfate de sodium (SDS).
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3.3.  Tampon de transfert

Ce tampon est utilisé pour le transfert des protéines sur les membranes de
polyfluorure de vinylidene (PVDF ; GE Healtcase). Il se compose de 25 mM de Tris pH 8,4 ;
192 mM de glycine et 20% de méthanol.

3.4.  Tampon de chargement

Ce tampon est utilisé pour le chargement des extraits protéiques totaux sur gel de
polyacrylamide. Sa composition est la suivante : 10 mM de Tris-HCI pH 6,8, 1% de SDS, 25%
de glycérol, 0,1 mM de B-Mercaptoéthanol et 0,03% de bleu de bromophénol.

3.5. PBS
Le PBS (Phosphate-buffered saline) est un tampon isotonique non-toxique pour les

cellules. Il est utilisé pour le lavage des cellules. Il se compose de 137 mM de NaCl, 2,7 mM

de KCl, 10 mM de Na;PO; ainsi que de 1,8 mM de KH,PO,. Son pH est de 7,4.

3.6. TBS

Le TBS (Tris-buffered saline) est également un tampon isotonique non toxique. Il est
couramment utilisé avec 5% de Tween lors d’'un western blot afin de laver les membranes
PVDF ainsi que pour la dilution des anticorps. Ce tampon contient 20 mM de Tris et de 150

mM de NaCl. Son pH est ajusté a 7,6 a I'aide de HCI.

3.7. TAE
Le tampon TAE (Tris-Acetate-EDTA) est typiquement utilisé lors d’électrophoreses
sur gel d’agarose pour séparer les acides nucléiques. Il se compose de 40 mM de Tris-acétate

et de 1 mM d’EDTA, le tout est amené a pH 8,0.

4. Milieux

4.1. Milieu M9
Le milieu M9 est composé de 42 mM de Na;HP0O,4.2H,0, 22 mM de KH,PO,4, 18,7 mM

de NH4Cl et 8,55 mM de NaCl. Le milieu est autoclavé avant utilisation.

4.2.  Milieu minimal M63
Ce milieu sert de milieu de base pour les boites de Pétri. La composition pour un litre
de milieu en concentration 5 fois est la suivante : 76 mM de (NH4),S04, 500 mM de KH,POy,

9mM de FeS0..7H,0. Le pH est ajusté a 7 avec du KOH et le tout est autoclavé.
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4.3.  Milieu LB

Le milieu LB (Lysogeny broth) est un milieu utilisé pour la culture bactérienne. Il se

compose de 10g/L de bacto-tryptone, de 5g/L d’extraits de levures et de 10 g/L de NaCl.

5. Gel de polyacrylamide

La composition de ce type de gel est reprise dans le tableau ci-dessous :

Gel de Gel de Gel de
concentration séparation séparation
(4%) (10%) (15%)
H,0 3,05 mL 5,642 mL 4,082 mL
Tris-HCl pH 8,8 - 1,25 mL 3mL
Tris-HCl pH 6,8 3mL - -
AcrylBis 37,5/1 40% (Fisher 519 uL 3,11 mL 4,67 mL
Scientific)
SDS 10% 50 pL 120 uL 120 pL
APS 10% (Persulfate 120 uL 120 uL 120 pL
d’ammonium)
TEMED (SIGMA) 8 ulL 8 ulL 8ulL
Volume Total 5mL 12mL 12 mL

Table 2 : Composition d’un gel de polyacrylamide

6. Anticorps utilisés

Anticorps primaires Provenance Dilution pour WB Dilution pour IF
Anti-TRAIL (rabbit, Abcam 1/2000 1/500
polyclonal)

Anti-PARP (rabbit, Cell Signaling 1/1000 -
46D11)

Anticorps secondaires Provenance Dilution pour WB Dilution pour IF
Anti-Rabbit rouge Alexa Invitrogen - 1/400
568nm

Anti-Rabbit Cell Signaling 1/3000 -

Table 3 : Liste des anticorps utilisés
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7. Oligonucléotides utilisés

Les différents primers utilisés sont repris dans le tableau ci-dessous :

Nom Séquence

Foward galK 5’-GAC-TCA-GGA-CAT-CGG-CGT-GTC-CTT-TTG-GGT-TTC-ACT-GAA-ACT-GGC-CCG-
CGC-TGT-TGA-CAA-TTA-ATC-ATC-GGC-A-3’

Reverse galk  5-ACC-CTA-AAC-CAC-CCG-CGC-TGG-CTT-TTT-ATC-CAC-ATC-GCG-CAG-GGG-TGG-
GGT-CAG-CAC-TGT-CCT-GCT-CCT-T-3’

Forward 5’-GAC-TCA-GGA-CAT-CGG-CGT-GTC-CTT-TTG-GGT-TTC-ACT-GAA-ACT-GGC-CCG-
sTrail CGC-CCT-GAA-GAG-TTT-GTG-ATC-CTG-AG-3’

Reverse sTrail 5’-ACC-CTA-AAC-CAC-CCG-CGC-TGG-CTT-TTT-ATC-CAC-ATC-GCG-CAG-GGG-TGG-
GGG-AGT-TAG-CCA-ACT-AAA-AAG-GCC-CC-3’

Reverse sTrail 5-ACC-CTA-AAC-CAC-CCG-CGC-TGG-CTT-TTT-ATC-CAC-ATC-GCG-CAG-GGG-TGG-
loxP GGA-TAA-CTT-CGT-ATA-GCA-TAC-ATT-ATA-CGA-AGT-TAT-GAG-TTA-GCC-AAC-TAA-

AAA-GGC-CCC-3’

UL38polyAFor 5’-ACT-CGT-GGT-TCG-TTG-ACC-CG-3’

promICP6Rev  5’-CGA-CAG-CCA-AAG-AAG-ATA-GGC-G-3'

PromNestRev  5’-CAC-ATG-CAG-ATT-CCC-ACA-GTC-G-3’

Fw-sTRAIL 5-GTG-AGA-GAA-AGA-GGT-CCT-CAG-3’
seq-sT-Fw 5’-TGA-GGA-AAT-CCT-GTC-CAA-GAT-TT-3’
revsTRAIL 5’-TTC-CCT-CTC-GCC-AAT-GAG-3’

Table 4 : Liste des oligonucléotides utilisés

V. METHODES

1. Maxipréparation de plasmide

Cette méthode permet d’extraire une grande quantité d’ADN sous forme plasmidique
provenant d’'une culture bactérienne Escherichia coli transformées avec un plasmide
déterminé. La maxipréparation est réalisée selon le protocole du kit provenant de la firme
Macherey-Nagel (kit nucleobond Xtra Midi, ref : 740410.50). La purification quant a elle est
réalisée selon le kit DNA, RNA and protein purification (finisher, ref : 740434.50) de la méme
firme. La concentration d’ADN sous forme plasmidique dés lors obtenue est mesurée au
Nanodrop (ThermoScientific) avant d’étre filtré sous hotte a flux laminaire sur une
membrane de porosité 0,1 uM avec une seringue de 3 mL. La concentration en ADN de
I’échantillon filtré est a nouveau mesurée au Nanodrop (ThermoScientific) et la taille du

plasmide est vérifiée par une migration sur gel d’agarose 1%.
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2. Production de particules lentivirales de seconde génération

Cette méthode permet la production en grande quantité de lentivirus de seconde
génération a partir d’une transfection plasmidique au phosphate calcique sur des cellules
productrices. Dans ce systeme, les 3 plasmides utilisés encodent toute la machinerie

nécessaire a la génération de lentivirus délétés des genes de virulence vpr, vif, vpu et nef.

2.1. Transfection

Un million de cellules sont mises en culture dans une flasque de culture de 175 cm?. Aprés
72 heures de croissance, le milieu de culture est renouvelé et les cellules sont transfectées
avec les 3 plasmides suivants : le Packaging plasmid (PspAX2), le plasmide Env (VSV-G) et le
plasmide comprenant la cassette a transférer (LTR-Psi-Promoter-Gene of interest-LTR). 24
heures post-transfection, le milieu de culture est renouvelé et le surnageant de culture

comprenant les particules virales est collecté 48, 72 et 96h aprés transfection.

2.2. Concentration et titration des particules virales

Afin d’enlever les fragments cellulaires, le surnageant est filtré sur des membranes de
porosité de 0,45 pum. Au filtrat est ajouté de la DNase (diluée 5000x) et du MgCl, (dilué
1000x), les tubes sont ensuite centrifugés pour éliminer les résidus cellulaires éventuels aprés
une incubation de 20 minutes a 37°C. Aprés concentration par ultracentrifugation, les
particules virales sont titrées selon le protocole du kit gPCR Lentivirus Titration (ABM, ref :

LV900), aliquotées et stockées a -80°C.

3. Transduction

Les cellules sont mises en culture maximum 18 heures avant la transduction de facon a
ce qu’elles soient adhérentes et a 80-90 % de confluence. Les virus sont ensuite ajoutés selon
la MOI indiquée (Multiplicity of infection) en présence d’'un agent de transduction, la

protamine sulfate (4 mg/mL, dilué 500x).

4. Analyse de la viabilité au bleu de trypan

La coloration des cellules mortes au bleu de trypan est une méthode classique de
numération cellulaire. Afin d’assurer un comptage total du puit de culture cellulaire, le
surnageant est prélevé dans un tube Eppendorf d’1,5 mL. Les cellules sont rincées au PBS
puis détachées de leur support par I'ajout de trypsine-EDTA. Elles sont ensuite récoltées avec
du milieu de culture dans le tube contenant le surnageant de culture. Le comptage des
cellules est effectuée via des lames de comptage cellulaire (Cell Counting Slides, Biorad) lues

par un compteur cellulaire (TC20 Automated Cell Counter, Biorad).
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5. Western blotting

5.1. Lyse cellulaire (extraits totaux)

Les cellules adhérentes sont remises en suspension puis centrifugées 5 minutes a 200
rpm. Apres un ringage au PBS et une seconde centrifugation, les culots cellulaires sont lysés
avec 40 pL de RIPA et incubés sur glace durant 30 minutes. Aprés une derniere centrifugation
de 5 minutes a 6000 rpm a 4°C, les surnageants sont transférés dans un nouveau tube
Eppendorf d’1,5 mL. Le dosage protéique est réalisé selon la méthode de Bradford avec le
réactif Biorad selon le protocole Biorad. Les absorbances sont déterminées avec et le lecteur

de plaque Multiscan MS Labsystems.

5.2. Chargement, migration et révélation

30 pg d’extraits protéiques sont incubés dans du tampon de chargement et bouillis a
100°C durant 5 minutes. Les protéines sont ensuite séparées selon leur poids moléculaire par
électrophorése sur un gel de polyacrylamide dans du tampon de migration avant d’étre
transférées sur une membrane de PVDF (GE Healthcare). Les membranes sont ensuite
saturées dans une solution de TBST-Tween contenant 5% de BSA (Bovin Serum Albumin)
durant au moins une demi-heure puis sont incubées dans une solution de TBST-Tween
contenant 5% de BSA additionné des anticorps indiqués ci-dessus (table 3) durant une heure.
Aprés cette incubation, les membranes sont rincées trois fois cinqg minutes dans du TBST-
Tween avant d’étre incubées dans une solution de TBST-Tween contenant 5% de BSA et les
anticorps secondaire indiqués ci-dessus (table 3). Les membranes subissent ensuite trois
nouveaux lavages avant la révélation. Les protéines étudiées sont détectées a I'aide d’une
solution ECL préparée au laboratoire ainsi que la caméra ImageQuant LAS4000 (GE

Healthcare).

6. Immunofluorescence

Des cellules sont ensemencées sur des lames couvre-objet. Quarante-huit heures apres
transfection ou transduction, les cellules sont fixées durant 10 minutes a 37°C avec de la PAF
(paraformaldéhyde) 4%. Ces cellules sont ensuite perméabilisées dans du PBS contenant
0,1% de Triton X-100 durant 10 minutes a 37°C avant d’étre saturées dans une solution de
PBS contenant 5% de BSA durant une demi-heure a 37°C. Aprés une incubation d’une nuit a
température ambiante dans une solution d’anticorp primaire dilué dans du PBS + 5% BSA
(voir tableau 4), les cellules sont lavées deux fois a I'aide de PBS +5% BSA puis incubées dans
la solution d’anticorps secondaires dilué dans du PBS + 5% BSA durant une heure a

température ambiante. Aprés un nouveau lavage dans du PBS + 5% BSA, les cellules sont
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rincées a I'’eau désionisée puis les noyaux sont marqués durant dix minutes avec du Hoecht
33342 (ACROS Organics) dilué 1/50.000. Aprés trois lavages a I'eau désionisée, les lames
couvre-objet sont montées sur des lames en verre avec du Mowiol (Fluka Analytical). Les
images sont obtenues a I'aide d’un microscope confocal Olympus FV1000 en utilisant un

objectif a huile 60x.

7. Réaction en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction ; PCR)

Deux polymérases différentes ont été utilisées au cours des réactions : la « High Proof
High Fidelity enzyme » (Biorad) pour I'amplification des cassettes d’insertion et la « Go Taq
G2 polymerase » (Promega) pour le screening des colonies. Les amorces utilisées sont listées
dans la table 4 et sont employées a une concentration finale de 10 uM. Les dNTPs sont utilisés
a une concentration finale totale de 10 mM. Pour I'amplification des cassettes d’insertion, la
dénaturation initiale a lieu durant 30 secondes a 98°C. Trente-cing cycles sont ensuite réalisés
dans les conditions suivantes : dénaturation durant 10 secondes a 98°C, fixation des amorces
durant 30 secondes a 68 °C et extension durant une minute trente a 72°C. La derniéere étape
d’élongation a lieu durant 5 minutes a 72°C. Les échantillons sont maintenus a 4°C jusqu’a
utilisation. Pour les PCR sur colonies, la premiere étape de dénaturation a lieu durant 5
minutes a 95°C et est suivie de 35 cycles avec une étape de dénaturation de 30 secondes a
95°C, suivie d’'une étape de fixation des amorces de 30 secondes a 58°C et d’une étape
d’élongation de deux minutes a 72°C. La derniére étape d’élongation a également lieu durant

5 minutes a 72°C et les échantillons sont ensuite conservés a 4°C jusqu’a utilisation.

8. Electrophorese sur gel d’agarose

Cette technique est couramment utilisée pour séparer des molécules d’ADN selon leur
taille et leur conformation. Le gel est constitué d’1% d’agarose (Carl Roth) dissout dans du
tampon TAE. On ajoute également du Midorigreen (Filter Service) dilué 1/100.000. Lorsque
le gel est polymérisé, les échantillons additionnés de tampon de chargement sont chargés
sur le gel paralléelement a une échelle de poids moléculaire « Gene Ruler DNA Ladder Mix »

(Thermo Scientific). Une tension électrique de 90 volts est appliquée durant la migration.

9. Génération de bacmides recombinants

Ce protocole décrit la maniere d’utiliser la sélection positive et négative de galK pour
réaliser une modification de BAC (Bacterial Artifical Chromosome) (insertion dans le cas
présent). Il s’agit d’un systéeme de sélection en deux étapes : Tout d’abord, la cassette galK,
présentant a ses extrémités des régions d’homologie a une position déterminée du BAC.

L'insertion de cette cassette permet aux bactéries recombinantes de croitre sur un milieu
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minimal contenant le galactose comme unique source de carbone. Cette premiére étape est
donc une étape de sélection positive. Ensuite, lors de la seconde étape, la cassette galK est
substituée par un produit de PCR. La sélection se fait cette fois de maniere négative contre
la cassette galK par résistance au 2-deoxy-galactose (DOG) présent dans le milieu minimal
dont la seule source de carbone est le glycérol. La sélection négative s’explique par le fait que
le DOG est un produit non toxique a moins d’étre phosphorylé par le produit de galK. Cette
phosphorylation induit la phosphorylation du DOG en 2-deoxy-galactose-1-phosphate, une

molécule non métabolisable par les bactéries, empéchant ainsi leur croissance.

Cette technique repose sur l'utilisation d’une lignée particuliere d’E. coli : la souche
SW102. Cette souche contient dans son génome le systéme de recombinaison du phage A,
c’est-a-dire les genes exo, bet et gam sous le contréle d’'un répresseur sensible a la
température, c1857. Le géne exo code pour une 5’-3’ exonucléase qui géneére des extrémités
cohésives sur les extrémités 3’ de la cassette d’insertion. Le géne bet encode une protéine
liant ces extrémités cohésives et favorise la recombinaison homologue avec I’ADN
complémentaire présent sur le BAC. Le géne gam produit un inhibiteur des exonucléases d’E.
coli pour protéger la cassette de la dégradation. Ce systéme de recombinaison n’est pas

exprimé lorsque les bactéries sont conservées a 32°C 72,

9.1. Premiére étape : insertion d’une cassette galK

Dans un premier temps, la cassette galK est amplifiée par PCR a partir du plasmide
pGalK en utilisant la polymérase « High Proof High Fidelity enzyme » (Biorad). Les amorces
utilisées sont congues de maniere a ce que la cassette galK soit entourée de bras d’homologie
au BAC fHSVQuick-1 (d’une longueur de 50 paires de bases) complémentaires a la région se
trouvant de part et d’autre du site a modifier. 50 pL du produit de PCR sont ensuite digérés
par 1 uL de I'enzyme Dpnl de maniere a éliminer tout résidu de plasmide pGalK (template).
Cette enzyme digere les fragments d’ADN méthylés, ce qui est le cas pour le plasmide

bactérien mais pas du produit de PCR.

Ensuite, une pré-culture d’Escherichia coli de souche SW102 contenant le BAC
d’intérét est préparée dans 5 mL de milieu LB contenant 12.5 pg/mL de chloramphénicol.
Cette culture est incubée durant la nuit sous agitation a 32°C. Le lendemain, 500 uL de cette
pré-culture sont dilués dans 25 mL de LB + chloramphénicol et incubés a 32°C sous agitation
jusgu’a atteindre une densité optique (ODsoo) de 0,6. Lorsque la bonne DO est atteinte, les
bactéries subissent un choc thermique a 42°C durant exactement 15 minutes apres quoi elles

sont placées dans un bain d’eau glacée pendant 10 minutes. La culture est ensuite
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centrifugée durant 10 minutes a 2100G 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est
délicatement re-suspendu dans 25 mL de ddH,0 glacée. Une fois le culot completement re-
suspendu, la culture subit une nouvelle centrifugation avant un second lavage identique.
Apres un ringage avec 10 mL de glycérol 10% glacé, le culot est maintenu re-suspendu dans
1 mL de glycérol 10% glacé et transféré dans un tube Eppendorf d’ 1,5 mL avant d’étre
centrifugé a vitesse maximale durant une minute. Le surnageant est éliminé et le culot est

conservé sur glace jusqu’a la prochaine étape.

Les bactéries rendues des-lors électro-compétentes sont transformées par
électroporation avec le produit de PCR dans une cuvette de 0.1 cm (Biorad) a 25 uF, 1,75 kV
et 200 Q. Aprés électroporation, on laisse une période de récupération d’'une heure aux
bactéries dans 1 mL de LB sous agitation a 32 °C. Les bactéries sont alors lavées trois fois dans
une solution saline de M9 avec centrifugation d’'une minute a 15.700 g entre les lavages.
Apres le troisieme lavage, le surnageant est éliminé et le culot est re-suspendu dans 1mL de
M9 avant que 50 pL de cette solution ne soient étalés sur boites de Petri contenant du milieu
minimal M63 avec du galactose (1%), de la L-leucine (1%), de la d-biotine (1/5000) et du
chloramphénicol. Apres trois jours d’incubation a 32°C, 8 clones sont analysés par PCR et les
produits sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose afin de déterminer la présence
ou non de la cassette galK. Les colonies ayant incorporé la cassette sont étalées par striation

sur des boites de Pétri contenant du milieu McConkey et du chloramphénicol.

9.2. Deuxieme étape : remplacement de la cassette galK par la cassette contenant
le gene d'intérét

Une pré-culture est réalisée sur la nuit en choisissant une colonie Gal+ (apparaissant

rouge foncé sur le milieu McConkey) qui est inoculée dans 5 mL de LB + chloramphénicol et
incubée a 32°C. Cette culture est ensuite traitée comme indiqué ci-dessus pour obtenir des
cellules électro-compétentes. Parallelement a cette étape, une cassette de 2896 pb
contenant pNES_sTRAIL et une cassette de 2930 pb contenant loxP_pNES sTRAIL sont
amplifiées par PCR. Ces cassettes sont congcues de maniere a présenter des régions d’
homologie de part et d’autre de la séquence a remplacer. Les bactéries électro-compétentes
sont transformées avec le produit de PCR dans les mémes conditions que la premiére étape
puis sont laissées au repos durant 4h30 dans 10 mL de LB a 32°C et sous agitation. Aprés
cette période de récupération, 1 mL de la solution est prélevé et centrifugé durant une
minute a vitesse maximale, le culot est lavé deux fois dans du milieu M9. Le deuxieme lavage
est suivi par une re-suspension du culot dans 1mL de milieu M9 et 150 pL de cette solution

sont étalés sur une boite de Pétri contenant du milieu M63, du glycérol (1%), de la L-leucine
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(1%), de la d-biotine (1/5000), du DOG (1%) ainsi que du chloramphénicol. Les cultures sont
incubées durant trois jours a 32°C apres quoi, 5 a 6 clones sont analysés par PCR et
électrophorése sur gel d’agarose pour déterminer si le remplacement a bien eu lieu. Les
colonies pour lesquelles le remplacement de la cassette galK a fonctionné sont enfin étalées
sur boftes de McConkey + galactose + chloramphénicol et incubées une nuit a 32°C. Les
colonies Gal- (apparaissant blanches sur les boites de McConkey) sont analysées par PCR et

séquencées pour confirmer la présence de la mutation désirée.
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Figure 13 : Vecteur modeéle développé par Shah et al **. Le backbone est celui de HSV-1
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Figure 14: Liste des plasmides lentiviraux générés. (A) cassette STRAIL encodée par le plasmide
pLV_pNES_sTRAIL, (B) forme complete de TRAIL sous le contréle du promoteur nestin du plasmide
pLV_pNES_TRAIL, (C) forme compléte de TRAIL sous le controle du promoteur CMV du plasmide

pLV_pCMV_TRAIL, (D) séquence de la GFP (green fluorescent protein) sous le contréle du promoteur nestin
du plasmide pLV_pNES_GFP.
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Figure 15 : Les cellules HEK 293T Lx1B4 expriment le promoteur nestine. Des cellules HEK 293T Lx1B4 ont été
transfectées avec les plasmides (A) pLV_pCMV_GFP et (B) pLV_pNES_GFP. 48 heures apreés transfection, des

photos ont été prises en microscopie a contraste de phase au grossissement 4x. Le filtre GFP est superposé a
I'image des cellules (overlay).
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V. RESULTATS

1 Design d’un plasmide lentiviral encodant la forme soluble de TRAIL

En 2003, I'équipe américaine de Khalid Shah** a développé un vecteur exprimant une
forme active et sécrétée de la protéine TRAIL. Cette nouvelle forme, présentée en figure 13,
est codée par différentes séquences favorisant I'activité apoptotique de la protéine de
fusion. Cette protéine nommée sTRAIL a un effet « boule de neige » sur les cellules
environnantes lors de sa sécrétion. Dans ce présent travail, nous nous sommes inspirés de ce
modele afin de générer la séquence ADN de la cassette pNES_sTRAIL (figure 14A). Tout
d’abord, cette cassette comprend la partie N-term du domaine extracellulaire de FIt3L
(acides aminés 1 a 81), un ligand pour le récepteur de la tyrosine kinase FIt3L lié a un peptide
signal. Cette séquence nommée hFlex permet la sécrétion de la protéine par la cellule. A cela
nous avons ajouté en N-term, une séquence isoleucine zipper de 34 acides aminés qui
favorisera et stabilisera la trimérisation in vitro de la protéine de fusion. L’activité cytolytique
de la protéine sera donnée par la séquence du domaine extracellulaire de TRAIL (acides
aminés 95 a 281). Enfin, nous avons ajouté une séquence codant pour un peptide furine qui,
selon Xiaofeng Wu et Kam Hui** permet le clivage par I'endoprotéase furine entre hFlex et
TRAILex. Ces auteurs ont en effet démontré que I'activité apoptotique de sTRAIL est
augmentée une fois la partie hFlex clivée. Cette séquence codant pour la forme active et
sécrétée de TRAIL a été mise sous le contréle d’un promoteur nestine composé de la
séquence du promoteur hsp68 lié a celle codant pour le 2™ intron de la nestine chez le rat.
L’'ensemble de la cassette pNES-sTRAIL ainsi générée est longue de 2793 pb et est intégrée
dans un plasmide lentiviral de seconde génération (VectorBuiler). La protéine de fusion
correspondant a la séquence présente une taille théorique de 46,12 KDa. Le séquencage de
cette cassette nous a permis de s’ assurer que le plasmide comprend bien les nucléotides 124

a 969 (correspondant aux résidus 95 a 281) de la forme soluble de TRAIL.

Parallelement, nous avons également généré les plasmides pLV_pNES TRAIL et
pLV_pCMV_TRAIL permettant de vérifier I’expression de la forme complete et non modifiée
de TRAIL (figure 14B et 14C), mais aussi pLV_pNES_GFP (figure 14D). Ce dernier nous
permettra d’analyser I'expression de la GFP sous le contréle du promoteur nestine lors de
transfections et transductions en cellules eucaryotes. Ces différents plasmides ont été utilisés

comme contréles dans les différentes expériences.

24



AN AN S S/
q Iy ¥ 7
1 2 3 4 5
46 KDa & = | sTRAIL
32 KDa — — TRAIL

Figure 16 : Le plasmide pLV_pNES_sTRAIL induit la production de la forme modifiée de TRAIL. Des cellules HEK
Lx293T ont été transfectées avec les plasmides pLV_pNES_GFP (2), pLV_pCMV_TRAIL (3), pLV_pNES_TRAIL (4) et
pLV_pNES_sTRAIL (5). Le puit (1) correspond a des cellules non transfectées. 24h apres transfection, les cellules
ont été récoltées, lysées et un western blot a été réalisé avec les extraits cellulaires totaux. Un anticorps polyclonal

anti-TRAIL permet de détecter la forme compleéte et soluble.

A : pLV_pCMV_TRAIL B: pLV_pNES_TRAIL C: pLV_pNES_sTRAIL

Figure 17 : La protéine TRAIL ou sTRAIL est exprimée dans le cytoplasme. Analyse par microscopie confocale de
cellules HEK Lx293T transfectées avec les plasmides pLV_pCMV_TRAIL (A), pLV_pNES TRAIL (B) et
pLV_pNES_sTRAIL (C). Les noyaux sont marqués avec du Hoecht (bleu), I’anticorps reconnaissant la partie C-term
de TRAIL est révélé par un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 568 émettant dans le rouge.



2 Expression de sTRAIL dans des cellules eucaryotes

Dans un premier temps, nous avons réalisé une transfection de nos différents plasmides
sur des cellules HEK293T Lx1B4. Comme contrdle de transfection, nous avons utilisé un
plasmide lentiviral encodant la GFP sous le contréle du promoteur CMV. Quarante-huit
heures apres transfection, nous observons que les cellules transfectées avec le plasmide
controle sont bien vertes (figure 15A). Etonnamment, les cellules transfectées avec le
plasmide pNES_GFP sont également vertes (figure 15B). Afin d’observer I'expression des
protéines GFP, TRAIL et sTRAIL, les différents plasmides ont ensuite été transfectés selon la
méthode au phosphate calcique dans des cellules HEK293T Lx1B4 en plaque de culture 6
puits. Aprés 24 heures de transfection, les cellules ont été récoltées, lysées et 30 ug d’extrait
protéique ont été ajoutés dans les puits d’'un gel de polyacrylamide. Aprés migration et
transfert sur membrane PVDF, la membrane saturée a été incubée avec un anticorps anti-
TRAIL reconnaissant la partie C-term de TRAIL (acides aminés 114-281) (figure 16). Les
cellules transfectées avec le plasmide pLV_pCMV_TRAIL expriment la protéine TRAIL
compléte, avec un poids moléculaire de 32 KDa démontrant que le promoteur CMV est bien
actif en HEK293T Lx1B4. Les cellules transfectées avec le plasmide pLV_pNES_TRAIL
expriment également la protéine TRAIL, ce qui indiqgue que le promoteur nestine est
également actif dans les cellules HEK293T Lx1B4. Néanmoins, nous remarquons une légére
différence de poids moléculaire entre les bandes des puits 3 et 4 (pLV_pCMV_TRAIL et
pLV_pNES_TRAIL), la bande du puit 3 apparaissant plus basse en taille par rapport a la bande
du puit 4. Cela est inattendu car nous avons inséré la méme séquence d’ADN dans les deux
plasmides. Seul le promoteur est différent. Dans les cellules transfectées avec
pLV_pNES_sTRAIL, nous détectons une bande a la taille d’environ 46 KDa correspondant a la

taille théorique de la de fusion sTRAIL.

Afin de déterminer la présence et la localisation cellulaire des protéines TRAIL et sTRAIL,
nous avons réalisé un immunomarquage des cellules HEK transfectées avec les plasmides
pLV_pCMV_TRAIL, pLV_pNES_TRAIL et pLV_pNES_sTRAIL. Les noyaux ont été marqués en
bleu avec le Hoecht et les cellules ont été incubées en présence d’un anticorps primaire dirigé
contre la partie C-term de TRAIL, puis d’un anticorps secondaire (couplé a I’Alexa 568, un
fluorochrome émettant dans le rouge). L'observation des lames par microscopie confocale
(figure 17) nous indique que les protéines TRAIL et sTRAIL sont exprimées par une proportion
importante des cellules et présentent une localisation cytosolique des protéines et une

concentration dans la zone qui pourrait correspondre a I'appareil de Golgi.
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Figure 18 : Les cellules transduites acquiérent une résistance a la blasticidine. 10 uL de surnageant de culture
contenant des particules virales ont été ajouté sur des cellules HEK Lx293T traitées ou non avec blasticidine
(5pgr/mL). Les puits de culture cellulaire ont été photographiés 72h aprés traitement. A : HEK non transduites
et non traitées, B : HEK + blasticidine, C : HEK + LV_pNES_GFP, D : HEK + LV_pNES_GFP + blasticidine, E : HEK +
LV_pNES_sTRAIL, F : HEK + LV_pNES_sTRAIL + blasticidine.

Virus Titre (TU/mL)
LV_pNES_GFP 1.88E+08
LV_pCMV_TRAIL 1.32E+08
LV_pNES_TRAIL 2.53E+08
LV_pNES_sTRAIL 4.05E+08

Tableau 5 : Titration des particules virales en transducing units par mL




3 Production de particules lentivirales de seconde génération

Comme la transfection nous a permis de confirmer la construction correcte des
plasmides, nous avons réalisé une production de particules virales en co-transfectant des
cellules HEK293T Lx1B4 avec les plasmides de packaging, d’enveloppe et ceux codant pour
les protéines d’intérét. Apres 3 jours de récolte quotidienne des surnageants de culture
contenant les particules virales, nous avons testé 10 pL de surnageant sur des cellules
HEK293T Lx1B4 en plaque de culture 24 puits. Parallelement, les cellules transduites ont été
traitées a la blasticidine afin de déterminer si celles-ci acquierent la résistance a I'antibiotique
codée par les particules virales. Septante-deux heures aprés I'ajout de I'antibiotique, les
cellules non transduites apparaissent plus rondes et souffrent de la présence de la
blasticidine (figure 18B) contrairement aux cellules transduites avec les particules virales

(figures 18D et 18F).

Apres cette vérification attestant de la présence de particules virales dans les
surnageants de culture récoltés, ces surnageants ont été concentrés et une titration a été
réalisée par gRT-PCR en collaboration avec la plateforme Viral Vectors (tableau 5). Les tubes

Eppendorfs comprenant les virus (3 x 100 uL par virus) ont été congelés a -80°C.
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Figure 19 : La protéine sTRAIL est exprimée par les cellules transduites. Comme contréles, des cellules
HEK ont été transfectées avec les plasmides pLV_pNES _GFP (1), pLV_pNES TRAIL (2) et
pLV_pNES_sTRAIL (3). Les cellules U87%“* ont été transduites avec les virus LV_pNES_GFP MOI=5 (4),
MOI=10(5), LV_pNES_TRAIL MOI=5 (6), MOI=10 (7), LV_pNES_sTRAIL MOI=5 (8), MOI=10 (9). 24h aprés
transfection et 96h aprés transduction, les cellules ont été récoltées, lysées et un western blot a été
réalisé avec les extraits cellulaires totaux. Les surnageants de culture correspondant au puits 8 et 9 ont
été concentrés avant le chargement dans le puit. Un anticorps polyclonal anti-TRAIL permet de détecter
la forme complete et soluble sur la membrane.



4 Analyse de la transduction du virus LV_pNES_sTRAIL sur des cellules
U87 CXCR4"nih2

Dans le but de caractériser I'expression de la protéine sTRAIL induite par le lentivirus
LV_pNES_sTRAIL, des cellules U87 CXCR4*'nih2 ont été transduites avec les virus
LV_pNES GFP, LV_pNES TRAIL et le virus LV_pNES sTRAIL aux MOI de 5 et 10.
Parallelement, des cellules HEK 293T Lx1B4 ont été transfectées avec les plasmides
pLV_pNES_GFP, pLV_pNES_TRAIL et le plasmide pLV_pNES_sTRAIL puis traitées de la méme
maniére afin de disposer d’un controle de reconnaissance de bande sTRAIL et TRAIL (figure
19). Nonante-six heures apres transduction, les cellules U87 CXCR4*nih2 ont été récoltées,
lysées et 30 ug d’extrait protéique ont été ajoutés dans les puits d’un gel de polyacrylamide.
Apres migration et transfert sur membrane PVDF, la membrane saturée a été incubée avec
un anticorps anti-TRAIL reconnaissant la partie C-term de TRAIL (acides aminés 114-281). Les
cellules U87 CXCR4*nih2 transduites avec le virus LV_pNES_TRAIL expriment la forme
compléte de la protéine TRAIL au poids moléculaire attendu de 32 KDa et les cellules
transduites avec le virus LV_pNES_sTRAIL expriment la forme soluble au poids moléculaire
attendu d’environ 46 KDa (puits 6 a 9). Etant donné que sTRAIL est une forme sécrétée de
TRAIL, nous avons ajouté les surnageants de culture concentrés correspondant aux extraits
cellulaires des puits 8 et 9 dans les puits 8’ et 9’. Nous n’observons pas de bande lors de la
révélation. Enfin, nous détectons une bande aspécifique dans chaque puit a un poids

moléculaire supérieur a 46 KDa.

Suite a cela, nous avons observé I'effet des différents lentivirus sur des cellules U87
CXCR4*nih2 en microscopie a contraste de phase. Pour cela, des cellules U887 CXCR4*nih2
cultivées en plaque 12 puits ont été transduites avec les virus LV_pNES_GFP, LV_pNES_TRAIL
et LV_pNES_sTRAIL a différentes MOI : 1, 5 et 10 afin d’observer I'effet de la protéine sTRAIL
sur ce type cellulaire. Malgré une auto-fluorescence importante des cellules U87CXCR4*nih2,
nous observons I'expression de la GFP a partir de 72h de transduction a une MOl de 5 et de
48h a une MOl de 10 (figure 20A), confirmant que les lentivirus peuvent efficacement infecter
les cellules et que le promoteur nestine est actif dans ce type cellulaire. Le virus
LV_pNES_TRAIL (figure 20B) ne semble quant a lui pas induire d’effet sur les cellules
transduites contrairement au virus LV_pNES_sTRAIL (figure 20C). Des 24 heures de
transduction a une MOI de 5, nous observons en effet un changement drastique de la
morphologie des cellules transduites avec LV_pNES_sTRAIL. Cet effet est dose-dépendante

et est d’autant plus marqué que la MOl est élevée.
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Figure 20 : Le virus LV_pNES_sTRAIL a un effet sur les cellules U87CXCR4"nih2. Des
cellules U87 cxcr4+nih2 ont été transduites avec les virus LV_pNES_GFP (A),
LV_pNES_TRAIL (B) et LV_pNES_sTRAIL (C) a différentes MOI. Les puits de culture
ont été photographiés toutes les 24 heures au grossissement 10x.



Afin d’objectiver cette mort cellulaire dans les cellules transduites, nous avons quantifié
la viabilité des cellules par le bleu de trypan (figure 21). Des cellules U87 CXCR4*nih2 ont été
transduites a des MOl de 1, 5 ou 10. Aprés 24, 48, 72 et 96 heures de transduction, les cellules
ont été détachées et nous avons réalisé un comptage des cellules vivantes qui apparaissent
non marquées par le bleu de trypan. Parallelement, des cellules non traitées ont été utilisées
comme contréle négatif (I'agent de transduction n’influencant pas la viabilité, résultat non
présenté) et des cellules traitées a la camptothécine a 5 et 10 UM comme contréle positif.
Cet agent toxique étant un inhibiteur de ’ADN topoisomérase 1, il provoque des cassures
d’ADN qui, ne pouvant étre réparées, induisent la mort cellulaire. Les barres d’erreurs sur
chaque histogramme sont associées aux écarts-types des triplicat interne. Chaque comptage
cellulaire fut réalisé 3 fois par puit de cellules infectées. Dans un premier temps, nous
remarquons que le virus LV_pNES_GFP n’affecte pas la viabilité des U87 CXCR4*nih2 méme a
une MOI élevée. Il en est de méme pour le virus LV_pNES_TRAIL, les cellules surexprimant la
forme compléte de TRAIL ne semblent pas présenter de mortalité. Par contre, dés 48 heures
de transduction avec le virus LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 1, nous observons un effet sur
la viabilité cellulaire (76,7 % de cellules vivantes). Cet effet est d’autant plus marqué que la
MOI est élevé. Seules 6,0 % des cellules sont vivantes aprés 96 heures d’incubation a une

MOI de 10.

A la suite de cette analyse, nous avons récolté des extraits protéiques de chaque
condition de culture. Trente microgrammes de chaque extrait a été ajouté dans les puits d'un
gel de polyacrylamide et apres migration et transfert sur une membrane PVDF, la membrane
a été coupée en deux et chaque partie incubée avec soit un anticorps dirigé contre la partie
C-term de TRAIL (figure 22A), soit avec un anticorps dirigé contre la forme clivée de PARP(poly
ADP-ribose polymérase, figure 22B). PARP est une protéine de 116 KDa dont le clivage
menant a une forme de 89 KDa constitue un marqueur de la voie extrinseéque de I'apoptose.
D’abord, et malgré la présence de bandes aspécifiques, nous observons la présence de sTRAIL
a un poids moléculaire d’environ 46 KDa dans les puits correspondants aux cellules
transduites avec les particules virales LV_pNES_sTRAIL. Cette bande n’est pas présente dans
I'extrait des cellules transduites a une MOI de 1 et récoltées aprés 24 heures. Comme
attendu, l'intensité de sTRAIL augmente avec le niveau de transduction et le temps
d’incubation. Parallelement a cela, la membrane B a été incubée avec un anticorps dirigé
contre PARP Il apparait dans chaque puit du gel une bande correspondant a la forme
compléte de PARP de 116 KDa. Cette protéine est exprimée dans toutes les cellules. Par

contre, nous n'observons qu’une bande a un poids moléculaire correspondant a la forme
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Figure 21: Le virus LV_pNES_sTRAIL induit la mort cellulaire. Analyse de la
viabilité au bleu de trypan. Les cellules U879 cultivées en plaque de culture 12
puits sont transduites avec les particules virales indiquées en légende. CPT est
I'abréviation de camptothécine, un controle positif de I'induction de I'apoptose.
Les barres d’erreurs verticales correspondent aux écarts-types des triplicats

internes.
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Figure 22: La production de la protéine sTRAIL induit le clivage de PARP. Des cellules
U87cxcrd*nih2 sont cultivées en plaque de culture 12 puits et transduites avec le virus
LV_pNES_sTRAIL a différentes MOI. 24, 48, 72 et 96 heures apres incubation, les cellules sont
récoltées et lysées. 30 pug d’extrait protéiques sont analysés par westernblot et incubés avec un
anticorps anti-TRAIL (A) anti-PARP (B). Comme contrdles, les extraits protéiques de cellules non
transduites et de cellules traitées avec 5 uM de camptothécine sont également ajoutés.



clivée de la PARP dans les puits de cellules transduites. Cette protéine clivée n’est pas
retrouvée dans les cellules traitées avec 5 UM de camptothécine, ni dans les cellules
transduites a une MOI de 1 aprés 24 heures. Il semblerait également que la bande
correspondant a PARP clivée augmente en intensité en fonction du temps d’incubation. Afin
d’objectiver cela, nous avons réalisé une quantification des bandes du gel. Aprés 24 heures
de transduction a une MOI de 1, 5 et 10, nous obtenons 9,49 ; 52,85 et 81,85 % de PARP

clivée.

Ces résultats indiquent que la transduction de cellules U87 CXCR4*nih2 avec le virus
LV_pNES_sTRAIL induit I'expression de la protéine sTRAIL au-dela de 24 heures a une MOl de
1 et que cette expression induit la mort cellulaire croissante par I'activation de la voie

extrinseéque de I'apoptose.

5 Analyse de la spécificité du promoteur nestine

Dans le but d’examiner la spécificité du promoteur nestine, d’autres lignées cellulaires
ont été transduites avec les virus LV_pNES_GFP et LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 5. Ces
cellules ont été cultivées en plaque 12 puits, et aprés des temps d’incubation de 24, 48, 72
et 96 heures, ces cellules ont été analysées par microscopie a contraste de phase (figure 23)
avant d’étre récoltées pour un comptage au bleu de trypan (figure 24). Des cellules primaires
HADF (Human Adult Dermal Fibroblast) fournies par C. Reush ont été utilisées comme
controle négatif. Aucune expression de GFP n’est détectée dans ces cellules HADF. Par
ailleurs, la morphologie des cellules transduites avec un virus induisant I’expression de sTRAIL
sous le contréle du promoteur nestine ne semble pas affectée. Ces résultats confirment les
données de la littérature selon lesquelles le promoteur nestine n’est pas actif dans les cellules

épithéliales matures (figure 23A).

Nous avons également testé I'activité du promoteur nestine dans deux autres lignées de
cellules de glioblastome a savoir les LN18 (glioblastome de grade IV) et les T98G
(glioblastome multiforme). Dans ces deux lignées, une légere expression de la GFP est
observée suite a la transduction avec le virus LV_pNES_GFP indiquant que le promoteur
nestine est actif (figures 23B et C). L'effet de la transduction est plus marqué avec le virus
LV_pNES_sTRAIL. Dées 24 heures apres transduction, nous observons un effet marqué sur la
morphologie des cellules, les cellules T98G présentant une forme plus arrondie en
comparaison avec les cellules LN18 qui semblent bien plus affectées. Parallelement, nous

avons analysé au bleu de trypan la viabilité des différents types cellulaires transduits avec le
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Figure 23 : Le promoteur nestin est actif dans les cellules gliales. Différentes lignées cellulaires ont été
transduites avec les virus LV_pNES_GFP et LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 5. Les puits de culture ont été pris
en photos toutes les 24 heures apreés transduction au grossissement 10x. (A) : HADF, Human Adult Dermal
Fibroblast, lignée primaire. (B) : LN18, glioblastome de grade IV. (C) : T98G, glioblastome multiforme. (D) :
U87CXCR4*nih2 glioblastome.



virus LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 5. Comme attendu au vu des observations en
microscopie optique (figure 23A), la viabilité des cellules HADF n’est pas affectée par la
transduction, confirmant que le promoteur nestine n’est pas actif dans ces cellules. Par
contre, nous observons une viabilité décroissante des cellules U887 CXCR4*nih2 au cours du
temps jusqu’a atteindre 29,5 % apreés 4 jours d’incubation. L'effet semble encore plus marqué
pour les cellules LN18 et T98G dont la viabilité cellulaire est drastiquement affectée des 24
heures d’incubation. Pour chacune des 4 lignées cellulaires, nous avons analysé en paralléle
la viabilité suite a la transduction par le virus LV_pNES_GFP. Le virus n’affecte pas la viabilité

cellulaire (résultats non montrés).

Le promoteur nestine est bel et bien actif dans les lignées cellulaires de

glioblastomes. La protéine sTRAIL y est exprimée et induit la mort cellulaire.

6 Génération d’un herpeés virus oncolytique encodant la cassette

pNES_sTRAIL

Apres avoir démontré |'action de notre cassette pNES_sTRAIL dans un systeme lentiviral,
nous avons entrepris l'intégration de cette cassette pNES_sTRAIL dans le bacmide BAC

fHSVQuick-1, dans le but de générer un herpés virus armé de sTRAIL.

La premiere étape est I'intégration d’une cassette galK codant pour une galactokinase
en lieu et place de la zone ol notre cassette pNES_sTRAIL sera intégrée, c’est-a-dire entre les
génes UL38 et ICP6. A partir d’'un plasmide pGalK encodant la séquence de la galactokinase,
nous avons réalisé une PCR avec les primers ForwardGalK et Reverse GalK (table 4). La
séquence ainsi amplifiée présente des bouts flottant a ses extrémités pouvant s’intégrer par
recombinaison homologue dans le BAC fHSVQuick-1 (annexe 6). Cette intégration fut réalisée
en transformant des bactéries SW102 rendues compétentes comme décrit a la page 19. Ces
derniéres ont été ensemencées sur gélose M63 dont la seule source de carbone est le
galactose. Les clones obtenus sont donc ceux ayant intégré la séquence permettant
d’exprimer I'enzyme pour I'utilisation de ce sucre. Un screening des clones par PCR a été
effectué en utilisant les primers UL38polyAFor et un primer interne a la séquence galk, le
résultat de ce screening démontre la bonne intégration de la séquence a I'endroit déterminé

dans le BAC (table 4, figure 25).

Pour la seconde étape qui consiste a remplacer la cassette galK par la cassette

pNES_sTRAIL, nous avons amplifié la cassette pNES_sTRAIL a partir du plasmide
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Figure 24 : L’expression de la protéine sTRAIL induite par le virus LV_pNES_sTRAIL
cause la mort des cellules neuronales. Analyse de la viabilité cellulaire au bleu de
trypan. Les différentes lignées cellulaires sont cultivées en plaque de culture 12 puits et
transduites le virus LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 5. Les barres d’erreurs verticales
correspondent aux écarts-types des triplicats internes.

Figure 25 : La cassette galK est correctement intégrée dans
le BAC fHSV-Quik-1. Screening des clones ayant poussé sur
géloses M63 apres transformation par PCR.



pLV_pNES_sTRAIL avec les primers Forward sTrail, Reverse sTrail et Reverse sTrail loxP (table
4). Ce dernier oligonucléotide permet linsertion d’un site loxP qui permettra des
modifications ultérieures sur la construction ainsi obtenue. Suite a la transformation des
cassettes pNES_sTRAIL et loxP_pNES_sTRAIL dans les bactéries SW102 comprenant le BAC
fHSVQuick-1/galK, nous avons ensemencé les bactéries sur des plaques de culture DOG.
Malheureusement, le screening des clones obtenus ne fut pas concluant, les cassettes

n’ayant pas été intégrées.
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VI.  DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus courante et la plus agressive
de tumeur cérébrale primaire maligne. A I'heure actuelle, il est trés difficile de traiter les
patients atteints de GBM. Leur survie étant de 12 a 18 mois apres une résection chirurgicale.
Ce mauvais pronostic reflete I'urgence de développer de nouveaux traitements. Une des
alternatives aux traitements conventionnels et qui a déja fait ses preuves dans le contexte
du GBM est I'utilisation de virus oncolytiques, dont oHSV. La stratégie mise en place dans le
laboratoire de virologie-immunologie du GIGA en collaboration avec le laboratoire des
maladies du systeme nerveux et thérapies du professeur B. Rogister (GIGA-Neurosciences)
est de développer un oHSV ciblé et armé contre le GBM qui pourra étre directement injecté
dans I'espace tumoral, au niveau de la zone sous-ventriculaire in vivo. Cette approche
consiste a rediriger le virus en modifiant la glycoprotéine de surface gD afin qu’elle exprime
une partie de CXCL12, un ligand du récepteur CXCR4 exprimé par les cellules souches de
glioblastome, et de I'armer avec un gene dont le produit est capable d’induire I'apoptose. Ce
présent travail s’inscrit dans ce contexte et consiste a armer un herpés virus oncolytique d’un
gene codant pour une forme soluble de la protéine TRAIL. Afin d’armer oHSV contre les
cellules souches cancéreuses , nous nous sommes inspirés du travail réalisé par plusieurs
équipes qui, en 2003, ont développé une forme soluble de TRAIL dénommée sTRAIL**** | En
nous basant sur ces différents travaux, nous avons développé une forme modifiée en
intégrant une séquence de clivage furine et la protéine de fusion ainsi générée fut placée
sous le contrdle d’un promoteur nestine. Il est établi que les cellules souches du systeme
nerveux central en développement expriment fortement la nestine 23. L’expression du géne
codant pour cette protéine semble étre fortement associé a I'état des cellules pro-génitrices
du SNC. L'importance de ce promoteur est donc primordiale dans notre contexte, le but final
de I'étude étant l'injection du virus directement dans la zone sous-ventriculaire d’un patient
atteint de GBM, sTRAIL ne pourra étre exprimé que dans les cellules immatures en forte

division. Les cellules saines et matures du cerveau adulte seront ainsi protégées.

Etant donné que l'intégration d’un transgéne dans un bacmide recombinant (ici le
BAC fHSVQuick-1) est une tache difficile due a la grande taille du génome et du temps
d’obtention des clones, nous avons préalablement testé notre construction en lentivirus de
seconde génération grace a la plateforme Viral Vectors. Ces rétrovirus modifiés sont un outil
tres utile pour tester rapidement I'effet de notre transgene et la spécificité du promoteur,

les techniques sont également optimisées et nécessitent un minimum de protection. La
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premiere étape de ce présent travail a donc été le design d’un plasmide lentiviral encodant
la forme soluble de la protéine TRAIL sous le contréle du promoteur nestine, nommée
PNES_sTRAIL. Plusieurs plasmides ont été générés pour assurer tous les controéles positifs et
négatifs nécessaires (VectorBuilder). Lors d’une premiere transfection des plasmides sur des
cellules HEK293T Lx1B4, nous avons remarqué que le promoteur nestine y est actif, les
cellules transfectées avec pLV_pNES_GFP étant vertes eu microscope a contraste de phase.
Les recherches réalisées suite a ce résultat étonnant indiquent que les cellules HEK293 ont
des caractéristiques neuronales, exprimant pas moins de 60 genes neuronaux codant
notamment pour des protéines filamenteuses dont fait partie la nestine 737475, De plus, ces
cellules présentent une résistance a I'apoptose induite par TRAIL, via une forte expression
des « decoy » récepteurs de TRAIL (DcR1 et DcR2), une moindre expression du récepteur DR4
et I'activation de la voie NF-kB 7°. Cela explique que I'expression de sTRAIL suite a la
transfection par le plasmide pNES_sTRAIL n’induit pas la mort des cellules HEK293T Lx1B4
(figure 16 E,F).

Suite a cela, nous avons étudié I'efficacité de notre promoteur nestine et vérifié
I’expression des protéines TRAIL et sTRAIL dans les cellules HEK293T Lx1B4. Au niveau des
cellules transfectées avec les plasmides pLV_pCMV_TRAIL et pLV_pNES_TRAIL, nous avons
remarqué une légere différence de taille sur le blot de la protéine TRAIL sous le contrdle des
promoteurs CMV et nestine. Cela peut étre expliqué par le fait que la séquence peptidique
de TRAIL comprend 3 ORFs (Open Reading Frame, phase de lecture ouverte) dans une méme
phase de lecture. En plus de la premiére méthionine, nous en retrouvons deux autres en
positions 3 et 4 (annexe 1). La différence de taille pourrait se trouver dans le fait que
I'initiation de la transcription de la séquence ADN démarre a la 3° ou la 4° méthionine dans
les cellules transfectées avec le plasmide pLV_pCMV_TRAIL, amenant les protéines plus
légeres a une bande plus basse que celles sous le controle de pNES. Un autre moyen
d’expliquer cela serait de séquencer le gene introduit dans ces plasmides synthétiques. En
effet, leur séquence n’ayant pas été controlée au laboratoire, il est possible que la séquence
TRAIL ait été légérement modifiée lors de sa génération. Ensuite, en plus de la forme
compléte de TRAIL, nous détectons sur ce méme blot une bande correspondant au poids
moléculaire de sTRAIL dans les extraits protéiques des cellules transfectées avec le plasmide
pLV_pNES_sTRAIL. Notre protéine de fusion sTRAIL est bien exprimée a la taille attendue et
ces résultats ont été confirmés par les images d’'immunofluorescence ou nous retrouvons
I’expression de TRAIL et sTRAIL dans les cellules transfectées. L’analyse de ces images prises

en microscopie confocale montre que I'expression de TRAIL et sTRAIL semble étre diffuse
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dans le cytoplasme avec une concentration au niveau de la zone golgienne. Les cellules
HEK293T Lx1B4 ayant un gros noyau et un petit cytoplasme, il est difficile d’observer le
contenu cellulaire. Afin d’améliorer les images d’'immunofluorescence, nous pourrions
utiliser un autre type cellulaire avec un noyau plus petit et un cytoplasme plus facilement
observable. Mais étant donné que notre protéine sTRAIL induit I'apoptose, la fixation des
cellules devrait étre rapide aprés l'introduction de la séquence exogene et la protéine

pourrait ne pas étre observable faute de temps d’expression.

Aprés avoir observé l'efficacité de notre promoteur pNES et I'expression des
protéines sous son controle dans les cellules HEK293T Lx1B4, nous avons réalisé une
production de vecteurs viraux avec |’aide de la plateforme Viral Vectors. Etant donné que les
cellules HEK293T Lx1B4 ont acquis une résistance a la blasticidine suite a une transduction
de 10 plL de surnageant de culture, nous avons concentré et titré les particules virales, et
obtenu un titre acceptable pour chaque particule virale générée (de 'ordre de 108 TU par
mL). Suite a la transduction de ces lentivirus a différentes MOI sur des cellules
U87CXCR4*nih2, nous avons détecté les protéines TRAIL et sTRAIL dans les extraits
protéiques, validant une fois de plus notre construction. Néanmoins, nous observons sur
chaque membrane une bande aspécifique trés proche , au-dessus de la bande sTRAIL,
rendant l'analyse du blot des cellules transduites moins aisée que pour les cellules
transfectées. Nous pourrions optimiser cela en ajoutant un tag (HA ou V5 par exemple) dans
notre séquence tout en s’assurant de ne pas modifier I'activité biologique de celle-ci. Cela
nous permettrait d’utiliser un anticorps totalement spécifique de notre protéine de fusion et
éviter toute liaison aspécifique de I'anticorps primaire avec le contenu cellulaire. De plus,
comme nous avons modifié la protéine TRAIL en une forme soluble, nous nous attendions a
détecter celle-ci dans un surnageant de culture concentré. La technique utilisée ici n’étant
pas assez sensible pour les protéines sécrétées, nous ne décelons pas sTRAIL dans le
surnageant de culture de cellules transduites. Une alternative au western blot serait de

réaliser un test ELISA sur le surnageant de culture.

De plus, nous avons pu confirmer I'activité cytolytique de notre protéine de fusion
SsTRAIL par I'analyse de la viabilité cellulaire au bleu de trypan. Le virus LV_pNES_sTRAIL induit
bien la mort cellulaire, contrairement au virus LV_pNES_TRAIL qui ne montre pas d’activité
cytolytique. La forme sécrétée permet un effet « boule de neige » sur les cellules
environnantes alors que la forme membranaire TRAIL ne peut atteindre les récepteurs
cellulaires aux alentours. La mortalité induite par sTRAIL est d’autant plus importante selon

la MOI utilisée (1, 5 et 10). Et ce, jusqu’a atteindre une valeur maximale de létalité de 94%
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apres 96heures de transduction du virus LV_pNES_sTRAIL a une MOI de 10. Par ailleurs,
I’'analyse au bleu de trypan nous donne comme résultat la proportion de cellules vivantes et
mortes dans un échantillon de cellules en suspension. Il serait plus judicieux a I'avenir
d’utiliser un test plus sensible qui nous permettrait directement de déterminer le nombre de
cellules en apoptose sans prendre en compte les cellules en nécrose. En effet, le comptage
cellulaire au bleu de trypan peut étre biaisé par des débris cellulaires, le comptage consistant
en une détection optique du bleu de trypan qui rentre dans les cellules mortes. Une
technique alternative est la cytométrie en flux, plus précisément, le test Annexin V/PI. Ce
test permet une détection bien plus sensible des cellules et le résultat donne une information
sur la proportion exacte de cellules vivantes, nécrotiques, apoptotiques et en début
d’apoptose dans un échantillon cellulaire. Dans notre étude, c’est le clivage de la PARP qui
nous a permis d’affirmer que notre virus LV_pNES_sTRAIL induit I'apoptose des cellules
U87CXCR4*nih2. Nous remarquons que ce clivage devient d’autant plus important en

fonction du temps d’incubation post-transduction.

Ensuite, afin de vérifier la spécificité du promoteur nestine, nous avons transduit
d’autres lignées cellulaires avec nos particules virales (les cellules HADF, T98G et LN18). Le
promoteur nestine n’est pas actif dans les cellules HADF (Human Adult Dermic Fibroblast ,
lignée primaire de fibroblastes de peau directement extraits chez un patient adulte). En effet,
ces cellules transduites avec le virus LV_pNES_GFP ne présentent aucune fluorescence apres
3 jours de transduction a une MOI de 5 et ne présentent aucun signe de mortalité induite par
sTRAIL. Le promoteur n’est par conséquent, pas actif dans cette lignée cellulaire mature et
les cellules HADF peuvent étre utilisées comme contrble négatif de nos constructions virales
avec le promoteur pNES. Un autre contrdle négatif que nous pourrions utiliser sont des
cellules astrocytaires matures non cancéreuses, bien plus proche de notre modele. Mais la
procuration de ce type cellulaire nécessite un prélevement intra cranial chez un donneur sain,
un acte chirurgical lourd, ce qui n’est pas le cas pour les cellules HADF. Concernant les lignées
de glioblastomes LN18 et T98G, on observe une tres forte diminution de la viabilité des 24
heures apres l'infection virale. Il semblerait ici que ces cellules soient bien plus sensibles a
I’'apoptose médiée par sTRAIL que les cellules US87CXCR4*nih2. Selon plusieurs études, les
glioblastomes présenteraient une résistance plus ou moins forte a I'induction de I'apoptose
médiée par sTRAIL de par leur origine cellulaire hétérogéne (d’ou le nom glioblastome
multiforme). Plusieurs mécanismes de résistances dont l'inactivation de la voie JNK

pourraient expliquer la différence de mortalité entre les lignées que nous observons ici 773,
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Enfin, grace aux différents résultats décrits ci-dessus, nous avons pu valider le modéle
d’expression de sTRAIL en lentivirus. sTRAIL induit la mort des cellules issues de glioblastomes
via I'activation du promoteur nestine, tout en épargnant les cellules ou ce promoteur n’est

pas actif.

Etant donné que le but ultime du projet est I'injection d’un HSV oncolytique ciblé et
armé dans la zone tumorale du cerveau de patient atteint de GBM, la seconde partie de ce
présent travail est I'insertion du transgéne dans le bacmide contenant la séquence compléte
du génome HSV. Notre approche consiste en I'intégration de la cassette pNES_sTRAIL grace
a un protocole couramment utilisé au laboratoire pour la modification de BAC. Ce protocole
décrit la maniere d’utiliser la sélection positive et négative de galK pour réaliser une
modification de BAC (insertion dans le cas présent). Il s’agit d’'un systeme de sélection en
deux étapes: premiérement, 'insertion de la cassette galK en lieu et place de la zone
d’intégration de notre transgéne et ensuite, le remplacement de cette cassette par le
transgéne (ici pNES_sTRAIL) 72 Le BAC utilisé est le BAC fHSVQuik-1, il comprend le génome
de la souche MGH1 d’herpés virus avec toutes les modifications nécessaire pour obtenir un
virus oncolytique (AUL39, Ay 1 34.5, P ICP6-EGFP, P CMV-DsRed1) *. Il ne posséde pas de
délétion du géne TK (thymidine kinase), permettant de préserver |'agressivité du virus mais
aussi permettant I'utilisation d’acyclovir en cas de prolifération incontrélée du virus in vivo.
Nous avons décidé d’intégrer la cassette de 2793 pb entre les genes UL38 et ICP6.
Contrairement au reste du BAC fHSVQuick-1, cette zone semble ne pas avoir été modifiée et

I'intégration d’'une séquence exogéne ne modifiera pas la bonne expression du génome.

Au terme de ce mémoire, et malgré plusieurs essais, nous ne sommes parvenu au
remplacement de la cassette galK dans le BAC fHsvQuick-1. Cela peut étre expliqué par la
grande taille de notre cassette (2793 pb) rendant son insertion bien plus complexe que ce
qui fut testé précédemment en laboratoire. Lors des différents essais, 200 ng d’ADN purifié
ont été transformés, en vain. L’addition d’une plus grande quantité de la cassette (telle que
500 ng) aurait certainement plus de chance de fonctionner et de générer des clones ayant
intégré pNES_sTRAIL. De plus, une meilleure connaissance du modele fHsvQuick-1 en
réalisant un séquencage de celui-ci apporterait également de la lumiére sur la carte de ce
BAC, permettant ainsi de mieux comprendre son fonctionnement. Une fois la cassette
intégrée, il sera nécessaire de caractériser notre bacmide et de refaire toutes les expériences
in vitro réalisée ici avec ce virus oncolytique armé. Suite a cela, nous pourrons enfin passer

a un modele in vivo en se basant sur le modeéle expérimental développé par I'équipe de B.
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Rogister consistant en l'injection du virus dans la zone sous-ventriculaire, |a ol se trouvent

les GSC 2.
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Annexe 6 : Schéma de la stratégie mise en place pour I'intégration de la cassette
pNES_sTRAIL dans le bacmide fHSVQuik-1. Adapté de Warming et al’? et de Nakasima et al. ¥
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Preuve de principe de l'utilisation de virus HSV oncolytique
« ciblé » et « armé » pour induire I’apoptose de maniére
ciblée dans des glioblastomes.

Le glioblastome multiforme est la forme la plus agressive et la plus répandue des
tumeurs gliales. La gravité de ce cancer est définie par sa propagation trés rapide, son
haut taux de récidive, sa capacité de migration vers la zone sous-ventriculaire et le
tres mauvais pronostic associé. Malgré les thérapies actuelles, les patients atteints de
GBM présentent une survie en général de 12 a 15 mois en raison des récidives
particulierement fréquentes. Il est donc primordial de développer de nouvelles
méthodes thérapeutiques qui permettront non seulement de cibler spécifiquement
les cellules cancéreuses mais également d’empécher toute rechute due aux cellules
souches tumorales qui peuvent échapper a la résection. Un nouvel espoir dans la lutte

contre ce cancer est |'utilisation de virus atténués, dont fait partie oHSV.

L’objectif de cette étude est de générer un Herpeés virus oncolytique ciblé et armé,
dont l'injection directe dans la zone tumorale in vivo permettra la reconnaissance

spécifique des cellules tumorales et I'induction de leur mort.

Dans ce travail, nous avons généré une cassette pNES_sTRAIL qui permet
I’expression d’une forme soluble de la protéine TRAIL sous le controle d’'un promoteur
nestine, un promoteur activé dans les cellules souches du glioblastome. Grace a
I'utilisation de vecteurs lentiviraux, nous avons démontré |'expression de la protéine
sTRAIL dans le cytoplasme de cellules transfectées et transduites, indiquant que le
promoteur nestine est bien actif dans les cellules issues de glioblastome. Suite a cela,
nous avons prouvé que la protéine sTRAIL induit 'apoptose des cellules issues de
lignées cancéreuses gliales transduites avec le virus encodant la cassette pNES_sTRAIL
et n’a aucun effet dans les cellules dans lesquelles le promoteur nestine est inactif,

confirmant I’efficacité de la construction.

Ces différentes observations confirment la spécificité du promoteur et
I'efficacité de la protéine de fusion dans l'induction de I'apoptose. Ces résultats

prometteurs offrent beaucoup d’espoir pour la construction d’un oHSV oncolytique.

Ce mémoire a été réalisé par COLLIGNON Alice durant I'année académique 2017-2018 au sein du
laboratoire de virologie et d'immunologie du GIGA ULiége sous la supervision du Professeur Catherine




