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Résumé

Mon projet est de développer des virus HSV-1 oncolytiques ciblés au niveau de la
transcription afin qu’ils se multiplient dans les cellules de carcinome hépatocellulaire
(HCC) et les détruisent.

Le premier objectif a été de sélectionner des promoteurs de geénes cellulaires actifs
spécifiquement dans les HCC. Les promoteurs ont été pre-sélectionnés par une
recherche bibliographique et en utilisant la base de donnée UniGene puis leur activité a
éte vérifiée par RT-qPCR et CHIP dans nos lignées modeles HCC et dans des hépatocytes.
J'ai cloné ces promoteurs dans des plasmides exprimant la luciférase puis j'ai inséré ces
cassettes d’expression dans la région intergénique 20 du génome HSV-1 afin d’étudier
'activité des promoteurs dans le contexte d’'une infection virale. Ces promoteurs ont été
caractérisés selon leur force d’activité, deux cinétiques d’activité et leur activité
différentielle en fonction du type cellulaire. De ces expériences, j'ai sélectionné le
promoteur de I'angiopoiétine-like 3 (ANGPTL3) et de I'alpha foetoprotéine comme étant
les plus efficaces pour cibler les HCC. J'ai également démontré le caractere inductible
d'un promoteur contenant des éléments de réponse a I'hypoxie (HRE), une situation
présente au centre des tumeurs solides a cause d'un manque de vascularisation.

Le deuxieme objectif a été de construire les virus oncolytiques ciblés proprement dits.
Nous avons décidé de cibler I'expression de la protéine Us3, une protéine virale
impliquée dans le contrdle de la réponse apoptotique induite par HSV-1. L’expression de
la protéine Us3 est placée sous controle d'un promoteur cellulaire spécifique d’HCC.
L’hypothése est qu’en I'absence d’activité du promoteur cellulaire dans les cellules non
HCC, la protéine Us3 ne sera pas synthétisée et, par conséquent, I'apoptose qui ne sera
pas réprimée, inhibera le cycle de réplication et par conséquent, la production virale
dans les cellules saines. Dans les cellules HCC, ou le promoteur cellulaire contrélant Us3
sera actif, le cycle de réplication virale pourra aboutir a la destruction de la cellule
infectée et a la production de virus qui s’amplifieront dans la masse tumorale et la
détruiront. Dans un premier temps, en utilisant la technique de recombinaison en
plasmide BAC (Bacterial artificial chromosome), j’ai construit un virus HSV-1 privé du
géne codant la protéine Us3. Ensuite, j’ai réintroduit le gene Us3 sous contréle du
promoteur ANGPTL3 dans la région intergénique 20. J’ai, en parallele, construit un virus
semblable ou l'expression d’Us3 est sous le controle du promoteur HRE (hypoxia
responsive element) en condition d’hypoxie. Le comportement oncolytique de ces virus
a été étudié en réalisant des courbes de croissance sur lignées cellulaires d’HCC et
cellules hepatocyte-like. Je suis en train d’étudier la régulation de I'apoptose par ces
virus au moyen de tests de cytotoxicité et de mesure de 'activité caspase.



Summary

Our long-term purpose is to develop transcriptionally targeted oncolytic vectors,
derived from herpes simplex virus type 1 (HSV-1), designed to eradicate hepatocellular
carcinomas (HCC). We have identified several HCC-specific promoters, as well as other
cancer-specific promoters, that maintain their specificity when expressed from the virus
genome. More precisely, we have demonstrated that these promoters are able to drive
reporter gene (luciferase) expression from the virus genome in HCC-derived cells, both
in cultured cells and in nude mice, but not in fresh human hepatocytes or in the WRL38
hepatocyte-like cells. HSV-1 infection induces, but then inhibits, a cellular antiviral
apoptotic response, and the early virus protein US3 is a key actor in inhibiting apoptosis.
We have hypothesized that inhibition of US3 expression in hepatocytes should led to
early apoptotic death of these cells, therefore precluding virus multiplication and
spread. In contrast, expression of US3 in cancer cells is expected to block apoptosis,
leading to the achievement of the virus life cycle, cell lysis, and virus spread within the
tumours. We report in this communication the construction and properties of two
different potentially oncolytic HSV-1 vectors. One of them expresses US3 protein under
the control of the HCC-specific promoter ANGPTL3, while the second promoter contains
9 repeats of the hypoxia responsive elements of vascular-endothelial growth factor
(VEGF) (9xHRE promoter). Growth curves of these viruses were performed on different
HCC cell lines to show their oncolytic properties.



Abréviations

Aa: acide aminé

ANGPTL3 : Angiopoietine-like 3

APC : antigen presenting cell

BAC : Bacterial artificial chromosome

ChIP : Chromatine Immuno Precipitation
CHX: cycloheximide

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CNS : systéme nerveux central

CSC : cancer stem cell

DAS : Downstream Activated Sequence

DC : Dendritic Cell

DFO : déféroxamine

DRG : ganglion nerveux de la chaine dorsale
ECP : effet cytopathogene

GM-CSF : Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
HCC : hepatocellular carcinoma

hpi : heures post infection

HRE : Hypoxia Responsive Element

HSV-1 : Herpes Simplex Virus type |

HVEM : herpesvirus entry mediator

ICP : Infected Cell Polypeptide

IL : interleukine

m.o.i. : multiplicity of infection

miRNA : micro RNA

NK : natural killer cell

OIS : oncogene induced senescence

PAA : acide phosphonoacétique

Pb : paire de base

PCR : Polymerase Chain Reaction

Pfu : plaque forming unit

PNS : systéme nerveux périphérique

RFA : ablation par radiofréquence

RIS : ROS induced sénescence

RT-qPCR : PCR quantitative sur échantillon traité avec la reverse transcriptase (RT)
T CD4+ : lymphocyte T cluster de différenciation 4
Th : lymphocyte T helper

TK : thymidine kinase

TLR : toll-like receptor
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Introduction

La virothérapie oncolytique des carcinomes hépatocellulaire (HCC) est un sujet qui
emprunte les principes de son fonctionnement a la fois a la virologie et a la cancérologie.
Dans la premiere partie de ce rapport, j'expliquerai le cycle lytique du virus de I'herpes
simplex de type 1 (HSV-1) en insistant sur l'activité des promoteurs viraux. Je décrirai
plusieurs fonctions virales pertinentes a ce sujet et leurs interactions avec certains
processus cellulaires, tout particulierement celles qui sont en relation avec I'induction et
la répression de 'apoptose cellulaire. L’aspect cancérologie sera principalement abordé
a travers la problématique des marqueurs tumoraux qui se révelent étre parfois des
cibles thérapeutiques ou des outils pour le ciblage de l'expression génique dans les
cellules tumorales. Je présenterai également des éléments d’anatomo-histologie et
d’'immunologie se rapportant au foie et aux HCC. Enfin la troisieme et derniere partie de
cette introduction regroupera des particularités propres a l'infection oncolytique et
présentera les différents virus HSV-1 oncolytiques actuellement utilisés dans des études
cliniques et précliniques.

1. LE VIRUS DE L’HERPES SIMPLEX DE TYPE I
A. Le cycle lytique

La survie des virus en tant que parasites obligés des cellules vivantes, résulte d'une
interaction durable avec I'organisme hote. La forme de cette dépendance s’est adaptée
au cours du temps a la nature plus ou moins complexe de I'hote. Dans le cas d’'HSV-1, la
stratégie de survie comprend deux étapes qui alternent dans le temps: une étape
cytolytique et une étape cytostatique. L’étape cytolytique a lieu dans les cellules
épithéliales et généralement n’affecte pas la survie de I'hote. C'est une étape de
production de virions qui va permettre aux virus de se multiplier, de pénétrer dans le
systéme nerveux périphérique (PNS), et de se disséminer a d’autres individus. L’étape
cytostatique a lieu dans les neurones sensitifs rejoignant les ganglions trijumeaux ou des
ganglions de la chaine dorsale (DRG). Dans ces cellules, le virus s’établit a I'état latent,
son génome prenant alors la forme d’'un épisome dans le noyau du neurone. Le génome
viral peut alors rester en latence pendant de longues périodes. Plusieurs stimuli peuvent
provoquer la réactivation de ce génome et la production de particules infectieuses. Le
cycle viral entre alors dans une nouvelle phase cytolytique a laquelle succédera une
nouvelle phase cytostatique. Dans de rares cas, (1/500 000) I'infection HSV-1 peut se
propager dans le systeme nerveux central (CNS) et provoquer la mort de I'héte par
encéphalite. Un individu infecté par HSV-1 devient un porteur permanent du virus.

La succession de ces deux phases d’infection rend compte d'un équilibre complexe qui
évite la mort du porteur de l'infection et permet la survie du virus. La théorie de
I’évolution explique cette stratégie par la sélection de genes chez I'h6te et chez le virus,
conduisant a une adaptation réciproque. D’'un point de vue moléculaire, chaque étape du
cycle viral est per¢ue comme le résultat d'un ensemble d’actions et de réactions initiées
par le virus et par 'hote. Le consensus actuel est que le virus prend le contréle de la
cellule infectée. Il lutte contre les mécanismes de défense cellulaire et détruit la cellule
lors de sa multiplication. Il possede a la fois des genes exprimant des fonctions



directement cytolytiques (ou toxiques), des genes exprimant des protéines capables de
controler les différentes réponses cellulaires antivirales et I'action antivirale du systéeme
immunitaire, ainsi que des genes lui permettant un controle de la machinerie de
réplication cellulaire. L'expression de ces fonctions lui permet d’assurer son cycle de
multiplication. Cependant, l'infection est limitée par I'action du systeme immunitaire
adaptatif. Dans les neurones, l'environnement cellulaire favorise la répression de
I'expression du génome viral et '’échappement a la réponse immune. Méme si, au niveau
cellulaire, le virus arrive a prendre le contrdle des fonctions cellulaires, a 1'échelle de
I'organisme, c’est le systeme immunitaire adaptatif qui I'’emporte. Dans le cas d’"HSV-1,
’établissement de la latence fait penser a une forme de cohabitation, ou de persistance
de l'infection. Dans le reste de ce rapport bibliographique, je me focaliserai presque
exclusivement sur différents aspects du cycle viral lytique, car les virus oncolytiques
tirent leurs avantages thérapeutiques de leur capacité a lyser les cellules infectées et a se
propager aux cellules voisines.

Le tropisme viral. Le virus HSV-1 réalise son cycle de multiplication lytique dans les
kératinocytes péribuccaux et les cellules de la muqueuse buccale. La propagation des
virions permet d’infecter les terminaisons de neurones sensitifs et d'y installer de
nouvelles copies du génome HSV-1 sous la forme d'un épisome chromatinisé situé dans
le noyau. Le tropisme du virus HSV-1 est qualifié d’épithélial et de neuronal, dans la
mesure ou HSV-1 doit s’installer dans les cellules nerveuses des ganglions trijumeaux
pour maintenir son génome en latence au cours du temps. Du point de vue
épidémiologique, 90% des adultes sont porteurs du virus HSV-1 (43).

En culture de cellules, le tropisme d’HSV-1 est beaucoup plus large. HSV-1 peut
infecter de nombreux types cellulaires, principalement grace a la présence des
récepteurs ubiquistes, appelés Hve (Herpesvirus entry receptors), tels que HVEM,
Nectin-1, Nectin-2, et les molécules d’héparan sulfate (30, 147). En outre, toutes les
étapes du cycle viral sont soumises a I'action de facteurs intracellulaires qui affectent
aussi le tropisme viral. Ainsi, par exemple, dans le cas de la transcription et de la
réplication d’"HSV-1, la présence du facteur de transcription Oct-2 ou des kinases cycline-
dépendantes, est un élément déterminant de la capacité du virus HSV-1 a réaliser son
cycle de vie, particulierement dans les neurones (50, 188, 207). La présence de ces
protéines intracellulaires est donc un élément a prendre en compte dans la définition du
tropisme. Nous verrons plus loin, que ces considérations sur le tropisme d’HSV-1 vont
concerner également son ciblage thérapeutique.

L’effet cytopathogéne (ECP) peut étre défini comme I'ensemble des manifestations
cellulaires résultantes d’'une infection virale productive. Dans le cas de l'infection par
HSV-1, I'ECP s’acheve par la mort cellulaire comme conséquence des modifications
provoquées par le virus et par la réponse cellulaire a l'infection. En I'absence de
marqueurs de mort apoptotique, cette mort est communément considérée comme de
type nécrotique, bien qu’elle ne soit pas encore completement caractérisée. L’ECP est
décrit essentiellement d’'un point de vue morphologique. Une des plus précoces
manifestations de l'infection est I'élargissement du nucléole et son déplacement vers la
membrane nucléaire; il sera plus tard fragmenté. Dans le méme temps, les
chromosomes se marginalisent prés de la membrane nucléaire et un réarrangement du
réseau de microtubules est observé. Un changement dans 'apparence des membranes
cellulaires est également caractéristique de l'infection en phase tardive. Ainsi, on
observe une perte de protéines membranaires, qui se traduit par I'arrondissement de la
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cellule, une augmentation du volume du noyau et un éclatement de I'appareil de Golgi en
petites vésicules. Les modifications biochimiques accompagnant cet état sont encore
méconnues. On observe essentiellement une diminution de la synthése de
macromolécules cellulaires. Les protéines cellulaires sont sélectivement dégradées,
stabilisées, ou subissent des modifications et certaines sont redirigées pour réaliser de
nouvelles tdches, en méme temps que les protéines virales s’accumulent. Le
métabolisme de la cellule infectée par HSV-1 est aussi fortement modifié (49).

L’expression génique. L’ADN viral est transcrit au cours du cycle lytique par la RNA
polymérase II avec la participation de facteurs viraux et cellulaires. La synthése des
produits de genes viraux est précisément coordonnée. Le génome contient environ 85
genes qui s’expriment en cascade et de maniere successive, donnant lieu a la synthese de
3 classes de protéines : les protéines tres précoces, précoces et tardives (ou a, 8, et y,
respectivement). La réplication de I’ADN commence apres la synthese des protéines £.
Les genes y, qui expriment les protéines du virion, se subdivisent en y1 et y2 selon leur
degré de dépendance a la synthese de I’ADN viral (180). Les génes o ont besoin de
'activité activatrice de la protéine virale VP16, apportée par le virus entrant, pour étre
exprimés. Cette expression, qui démarre des l'arrivée du génome viral dans le noyau
cellulaire, est maximum entre 2 et 4 heures post infection (hpi), en fonction de la
multiplicité d’infection (m.o.i.) et du type cellulaire. Les genes a sont au nombre de 6 et
leurs protéines sont appelées ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, Us1.5 et ICP47 (ICP : Infected
Cell Polypeptide). Ces protéines participent de maniére légerement différente, en
fonction du type cellulaire, a I'activation des génes f et y. Seules les protéines ICP4 et
ICP27 sont essentielles dans ce réle. ICP4 est un activateur de la transcription qui se lie a
I’ADN et interagit avec les facteurs de transcription généraux de la cellule. ICP27 est un
activateur qui agit au niveau post-transcriptionel. En se liant aux transcrits viraux et
cellulaires, ICP27 inhibe I'épissage des ARN cellulaires et permet la translocation des
ARN viraux non épissés vers le cytoplasme (180). Comme nous le verrons plus loin,
ICP27 joue aussi un réle anti-apoptotique tres important. La protéine ICPO est un
activateur de la transcription qui ne se lie pas a ’ADN. Elle joue un réle important dans
I'inhibition de la réponse cellulaire innée, grace a son activité ubiquitine E3-ligase, qui
lui permet d’envoyer vers la dégradation protéolytique plusieurs protéines cellulaires
participant a l'extinction de l'’expression des genes viraux (180). La synthese des
protéines P est dépendante de l'expression de la protéine ICP4 et atteint un taux
maximum entre 4 et 8 hpi. Les protéines 3 sont impliquées dans la réplication de '’ADN
viral, le métabolisme des nucléotides et I'activation des genes y1. Les protéines 3 sont
divisées en deux groupes. Les protéines 1 sont synthétisées tres rapidement, voir de
maniére concomitante aux protéines o. Les protéines 32 apparaissent apres la fin de la
synthese des protéines a. Ce délai pourrait s’expliquer par une activation de la
transcription nécessitant préférentiellement la protéine ICP27. Les genes y sont
exprimés apres le début de la synthése d’ADN viral et leur expression est amplifiée par
la réplication des génomes viraux. Elles codent pour les protéines de la capside, du
tégument et de I'enveloppe virales. La figure [ schématise le cycle de réplication du virus
HSV-1.

L’expression des genes HSV-1 est essentiellement contrdlée par des protéines
virales impliquées dans la transcription ou dans I’environnement transcriptionel. Des
facteurs cellulaires sont recrutés par HSV-1 pour participer a la transcription. De plus,
lI'infection par HSV-1 impose un arrét en phase G1/S aux cellules asynchrones en
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croissance et empéche l'entrée en phase G1 des cellules quiescentes (55). La réplication
du virus HSV-1 se produit ainsi a un moment précis du cycle cellulaire. L’expression des
génes HSV-1 codant pour les protéines ICP4, ICPO, ICP27, gB et gD est réduite en
présence d'un inhibiteur de la protéine cdk9. D’autres expériences montrent plus
précisément que la kinase cdk9 optimise I'expression des genes viraux dépendant de la
protéine ICP22 probablement en rapprochant cette protéine de la RNA polll dans le
complexe de transcription (54). L'expression de nombreux genes HSV-1 est donc
considérée comme dépendante du cycle cellulaire.
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Figure I: Cycle de réplication lytique d’HSV-1. HSV-1 est un virus humain a ADN
double brin de 150 kpb qui code pour environ 80 geénes. Le virion s’attache a la
membrane plasmique de la cellule et les enveloppes du virion et de la cellule fusionnent,
relachant la capside et le tégument dans le cytoplasme. La protéine virale vhs induit la
dégradation des ARNm cellulaires. La capside est transportée vers les pores nucléaires
ou ’ADN viral est relargué dans le noyau. L’ADN viral se circularise puis est transcrit par
I’ARN polymérase Il pour donner les premiers ARNm tres précoces (ou ARNm o.) La
transcription des génes o est stimulée par la protéine tégumentaire VP16. 5 des 6
protéines o régulent I'expression des geénes viraux dans le noyau. Ces protéines o
transactivent la transcription des genes précoces, ou 3. Les protéines 3 sont impliquées
dans la réplication de ’'ADN viral. L’expression des genes tardifs, ou vy, est initiée apres la
réplication virale. Les protéines y sont des protéines de structure impliquées entre
autres dans l'assemblage de la capside dans le noyau et dans la modification des
membranes pour la formation du virion. Apres encapsidation de I’ADN, la capside
mature acquiert son enveloppe au niveau de la membrane nucléaire. Adapté de « Fields
Virology » vol. 2, 4éme édition.
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La définition actuelle des classes cinétiques (o, 3 ou y) s’applique, en premier lieu, aux
protéines virales. Elles sont évaluées en fonction du moment ou apparaissent les
protéines virales (hpi), mais aussi en fonction des conditions de synthese (dépendance
vis a vis des protéines o ou de la synthese d’ADN). Ensuite, la méme catégorie est
attribuée au gene correspondant et a son promoteur. Néanmoins, au niveau
transcriptionel, Wagner et ses collaborateurs ont montré que l'expression des ARN
messagers (ARNm) peut commencer simultanément pour des genes appartenant a des
classes cinétiques (protéiques) différentes, dii a des contrdles post-transcriptionels.
Bien que 'expression virale d’HSV-1 soit encore considérée dans son ensemble comme
ne subissant que peu de modifications post-transcriptionelles structurelles (pas
d’épissage des transcrits primaires, par exemple), la synthese des protéines est a
concevoir comme un processus dynamique subissant des influences positives et
négatives en fonction de l'environnement cellulaire. Ainsi, bien que similaire, le
protéome d’HSV-1 peut varier en fonction du type cellulaire infecté, ce qui veut dire que,
dans les mémes conditions d’infection, le temps d’apparition d’'une protéine donnée
n’est pas exactement le méme d’'un type cellulaire a I'autre. Dans I'état actuel de nos
connaissances, la définition des classes cinétiques est donc plus un outil pédagogique
pour rendre compte de la complexité du cycle viral, qu'une réalité scientifiquement
exploitable, ce qui est particulierement important lorsqu’on travaille sur d’autres types
cellulaires que les cellules VERO, utilisées généralement pour produire et titrer le virus.

Dans le cadre de mon travail de these, il m’est apparu intéressant de penser le cycle
infectieux en terme d’interactome protéique agissant plutét que comme le résultat de
I'expression des genes viraux. C’est pourquoi, dans cette étude, nous avons certes, choisi
de qualifier la cinétique de nos promoteurs en fonction de certaines conditions
biochimiques, mais leur réelle efficacité, en terme de ciblage oncolytique, a été évaluée
par l'activité de la protéine virale ciblée. Par interactome protéique, j'entends ici
I'ensemble des interactions protéines-protéines intervenant au cours du cycle de
réplication du virus HSV-1 et de sa propagation virale. Enfin, pour clore le paragraphe
concernant I'expression génique d’"HSV-1, il convient de noter que plusieurs microRNA
(miRNA) sont synthétisés au cours de l'infection productive et latente. Six miRNA ont été
confirmés et, au total, les études du transcriptome des cellules infectées prédisent 14
miRNA codés par le génome HSV-1 (213). Les seules fonctions connues de ces miRNA
concernent I'établissement de la latence, dans la mesure ou elles répriment 'expression
des genes tres précoces d’HSV-1, particulierement ICPO et ICP4. Dans le cycle lytique, les
fonctions virales connues sont exercées seulement par des protéines.

La structure des promoteurs HSV-1. La structure des promoteurs viraux explique en
grande partie les particularismes de I'expression génique HSV-1, notamment en ce qui
concerne la définition des classes cinétiques des genes viraux. Les promoteurs o ont la
séquence la plus longue. Leur prototype est le promoteur du géne codant la protéine
ICP4. Ce promoteur contient plusieurs séquences de liaison a la protéine structurale
VP16 (séquences consensus TAATGARAT, ou R est une purine), suivies en aval par des
sites de liaison des facteurs de transcription de Polll tel que Sp1, CAAT ou HCF-1 (227).
La TATA box canonique se situe environ 30 paires de base (pb) en amont du codon
d’initiation de la transcription. Le retro contrdle négatif de la protéine ICP4 sur sa
propre transcription s’effectue grace a un site de liaison a ICP4 situé juste apres ce
codon d’initiation. Le promoteur du gene de la thymidine kinase (TK) est le modele des
promoteurs des genes f. Il est formé d’'une TATA box avec, quelques dizaines de bases
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en amont, quelques motifs permettant la liaison des facteurs de transcription généraux.
La taille de ces promoteurs est d’environ 100 pb. L’absence de site de liaison aux
facteurs de transcription en aval de la TATA box semble jouer un role déterminant dans
I'arrét de la transcription des promoteurs [ suite a la réplication de I'’ADN viral. Les
promoteurs [3 sont tres proches dans leur structure des promoteurs cellulaires
contenant une TATA box. Les promoteurs controlant les genes d’expression plus tardifs
possedent une structure similaire a celle des promoteurs {3 a laquelle sont ajoutés des
éléments de stabilisation en aval de la TATA box. Ces éléments sont semblables a des
structures du génome cellulaire, comme les éléments Inr et DAS (downstream activating
sequence). Les promoteurs des genes y1, codant par exemple les protéines VP5 et VP16,
possedent une séquence Inr située a proximité du site d’initiation de la transcription.
Les promoteurs y2, comme celui du gene UL38, ne contiennent plus de séquences de
liaison en amont de la TATA box mais possedent en revanche un élément DAS situé
environ 20 pb en aval du site d’initiation.

Une étude présentée par Yamamoto (231), utilise le gene rapporteur luciférase
pour visualiser I'activité du promoteur du gene a IE4/5 et du promoteur du géne y2 de
la glycoprotéine C. In vivo, en infectant un modele de xénogreffe de cellules de gliome
sur souris athymique, les auteurs mettent en évidence 'augmentation d’expression de la
luciférase pour les deux virus sur une période de 3 jours. In vivo et in vitro, I'activité
luciférase est visible des 4 hpi avec le promoteur a et continue d’augmenter jusqu'a 96
hpi. Il faut attendre 20 hpi pour détecter un début d’activité avec le promoteur y2. Apres
96hpi, l'activité luciférase dépendant du promoteur y2 atteint un niveau semblable a
celle dépendant du promoteur a. Les auteurs montrent que l'expression de luciférase
conduite par les promoteurs o et y2 est un témoin quantifiable, respectivement, de
I'infection virale et de la réplication.

B. Fonctions cellulaires modulées par I'infection HSV-1

L’effet cytopathogéne peut étre modélisé de la maniére suivante. Le virus exprime un
ensemble de fonctions portées par plusieurs protéines et selon une cinétique capable
d’étre modifiée en fonction de I'environnement. En parallele, les réponses cellulaires a
I'infection par HSV-1 sont multiples et se développent a différents moments du cycle
viral. La redondance des fonctions protéiques est un phénomene présent aussi bien chez
la cellule que chez le virus et qui confére a l'interactome de l'infection HSV-1 une
plasticité, ou adaptabilité, déterminée par les différences d’expression des genes viraux
en fonction du type cellulaire infecté et de la m.o.i.. En d’autre terme, 'ensemble des
interactions protéine-protéine (virales et cellulaires) qui forment l'interactome de
I'infection HSV-1 varie (en nombre et qualité) en fonction des conditions
environnementales. Cette variation grace a la répétition des fonctions virales et
cellulaires permet la réplication virale dans des conditions qui s’éloignent de conditions
optimales. La structure de ce chapitre, qui oppose les fonctions virales et cellulaires, doit
permettre au lecteur de se faire une idée quant a la nature du dialogue virus-cellule pour
aborder dans la suite du manuscrit les fondements de la théorie du ciblage. Dans ce
chapitre, je présenterai deux types de réponses cellulaires a I'infection HSV-1 qui de par
leur dynamique, illustrent la complexité des interactions entre la cellule hote et HSV-1. 11
s’agit tout d’abord d’une réponse cellulaire transcriptionelle essentiellement provirale,
c'est a dire, facilitant le développement de linfection et impliquant le facteur de
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transcription NF-kB et, ensuite, de la réponse cellulaire antivirale pro-apoptotique. Les
fonctions virales sont portées par plusieurs protéines. Je détaillerai les différentes
protéines impliquées dans la réponse virale anti-apoptotique et m’attarderai plus
particulierement sur les différents rdles de la protéine virale Us3, une sérine thréonine
kinase multifonctionnelle.

La voie de signalisation cellulaire NFkB. Bien que le virus HSV-1 interagisse avec de
nombreuses voies de signalisation cellulaire, je n’aborderai dans ce chapitre que la voie
de signalisation qui passe par NF-kB, de loin la plus étudiée (figure II). D’autres voies de
signalisation en rapport avec l'infection HSV1 seront traitées a d’autres endroits de ce
manuscrit, particulierement en réponse a des questions impliquant des avancées de la
virothérapie oncolytique.

HSV-1 peut activer NF-kB a deux moments du cycle de réplication. La premiere
phase d’activation est transitoire. Elle est présente des le début de l'infection dans les
cellules exprimant a leur surface la molécule HveA, (Herpesvirus entry mediator A, ou
HVEM) un récepteur cellulaire capable d’interagir avec la glycoprotéine virale D (gD)
(140). Cette premiere phase d’activation est absente lors de l'infection de cellules
possédant les récepteurs HveB ou HveC. HveA est un membre de la superfamille des
récepteurs TNF (TNFR) qui active NF-kB a travers une voie de signalisation incluant des
membres de la famille TRAF (TNF receptor associated factor). Apres 30 minutes
d’incubation avec un virus HSV-1 inactivé par un traitement UV, ou avec la gD purifiée,
I'activation de NF-kB induit une régulation positive de clAP2, de FLIP (FLICE-like
inhibitory protein) et de survivine dans des cellules monocytaires U937, ainsi qu’'une
inhibition de la caspase 8. Cette activation transitoire de NF-kB protege aussi la cellule
de l'apoptose induite par le ligand Fas. Dans la mesure ou NF-kB est un cofacteur de
transcription indispensable a la synthese d’interféron et a la réponse inflammatoire, ces
observations suggerent que lors de la premiere activation, NF-kB pourrait avoir un effet
tant positif (anti-apoptotique) que négatif (état antiviral et réaction pro-inflammatoire)
pour le déroulement de I'infection virale.

La deuxieme phase d’activation de NF-kB est indépendante du type cellulaire (6)
mais dépendante de la synthése de protéines virales (69, 170). L'infection par HSV-1
induit une localisation nucléaire de NF-kB a partir de 3 hpi, qui persiste au-dela de 18
hpi (6, 170). La période correspondant a la translocation la plus intense de NF-kB (3 a 6
hpi), est également la période pendant laquelle sont synthétisées les protéines virales
anti-apoptotiques. Il n’existe cependant aucune preuve de l'implication directe de
protéines virales dans I'activation ou le transport vers le noyau de NF-kB (24). Certains
auteurs postulent une induction de NF-kB par la PKR, via la phosphorylation de NIK et
IKK (201). En effet, la PKR est activée par la présence d’ARN double-brin (ARNdb)
viraux qui s’accumulent a partir de 3 hpi. Néanmoins, ces résultats sont contestés (70).
La seule certitude est l'intégrité de I'axe IKK/IkB/p65 qui est toujours activé, suite a
I'infection par HSV-1, dans tous les types cellulaires testés (6, 69, 70).

L’activation exogene de NF-kB par des esters de phorbol (PMA), lors d’'une
infection par une souche HSV-1-AICP27 (délétée du gene ICP27), est corrélée avec une
diminution de certains marqueurs de l'apoptose comme le clivage de PARP et de la
procaspase 3 et favorise I'expression des protéines virales. Au contraire, I'inhibition de
la dégradation d’'IkB par la pyrrolidine dérivé de dithiocarbamate (PDTC), se traduit par
le clivage de PARP et de la procaspase 3 pendant I'infection par un virus sauvage (69) et
ces marqueurs augmentent proportionnellement a la quantité de IkB exprimée a partir
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d’'un vecteur adénoviral (69, 70). Ces expériences montrent I'effet dose dépendant de
'activité anti-apoptotique de NF-kB.

Plusieurs expériences révelent I'effet positif général de NF-kB sur la réplication
virale (70). Le knock-out de IKK ou la surexpression d’IkB provoque une diminution de
la synthése de protéines virales précoces et tardives, ainsi qu'une diminution du titre
viral. Le titre diminue d’autant plus que la quantité d’IkB exprimée par un vecteur
adénoviral, augmente. Enfin, il faut signaler que certains genes herpétiques possedent
des sites kB dans leurs promoteurs, et des expériences ont montré que NF-kB pouvait
activer leur transcription, suggérant un role direct de NF-kB dans I'expression des génes
viraux (164).

PKR +— ARNdb

MAPKKK
PKA T~ ™~
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viral
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Figure II : Représentation de la voie NF-x B activée durant I'infection par HSV-1. La
liaison de gD a son récepteur spécifique HveA (aussi nommé HVEM), active NF-kB a
travers une voie de signalisation impliquant des protéines TRAF. La deuxiéme phase
d’activation de NF-kB serait dépendante de la synthese de protéines virales tres
précoces. L'activation par la PKR est contestée. Les fleches noires représentent la voie
d’activation transcriptionelle par NF-kB. Les fleches vertes représentent les principales
syntheses protéiques.

L’apoptose. L’infection HSV-1 induit plusieurs réponses cellulaires, comme la réponse
immune innée, la réponse apoptotique, la réponse inflammatoire et la réponse au stress.
Dans la mesure ou les virus oncolytiques que nous avons construits exploitent des
différences au niveau de I'apoptose entre cellules saines et cellules cancéreuses, nous ne
développerons dans ce chapitre que les réponses anti- et pro-apoptotiques.

Contrairement a la nécrose qui est accidentelle et souvent associée a une maladie,
I'apoptose est un phénomeéne physiologique qui n’est jamais associé a un processus
inflammatoire. En effet, la membrane cellulaire ne se rompt pas, évitant ainsi la
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libération de toute substance inflammatoire dans le milieu extérieur. L’apoptose
implique 1'activation d'une série d'événements moléculaires conduisant a la mort de la
cellule. Cette mort cellulaire est caractérisée par de nombreuses modifications
morphologiques et biochimiques. On observe une condensation a la fois du noyau et du
cytoplasme, induisant ainsi une diminution significative du volume cellulaire. Les
mitochondries des cellules apoptotiques subissent des modifications majeures:
diminution du potentiel membranaire mitochondrial, modification de la perméabilité
mitochondriale et rélargage dans le cytosol de molécules apoptogenes. Apres la
dissipation du potentiel membranaire mitochondrial, les cellules atteignent un point de
non-retour. La chromatine se condense et I'’ADN se clive en fragments
internucléosomiques de 180 a 200 paires de bases (pb) sous 'action d’'une endonucléase
(CAD/DFF40) (56), engendrant ainsi des extrémités 3’'0OH sur chaque fragment d’ADN.
Finalement, la membrane plasmique va bourgeonner et conduire a la formation de corps
apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule. Afin de faciliter la
reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule va signaler son état
apoptotique grace a la translocation de la phosphatidylsérine du feuillet interne vers le
feuillet externe de la membrane plasmique. In vivo, ces corps apoptotiques sont
rapidement phagocytés par les macrophages, aboutissant a I’élimination silencieuse de
la cellule (57).

Les événements conduisant a la mort de la cellule sont tres rapides et se
déroulent selon un mécanisme tres précis. Le composant central du processus
apoptotique est un systeme protéolytique impliquant une famille de protéases appelées
caspases. Les caspases se partagent en deux sous-groupes : les caspases initiatrices et
les caspases effectrices (209). Les caspases effectrices sont activées par les caspases
initiatrices en cascade et clivent des substrats intracellulaires provoquant la mort
cellulaire (41). Durant I'apoptose, de nombreuses protéines comme celles appartenant a
la famille des Bcl-2, le cytochrome c, et Apaf-1 (apoptosis protéase activation factor-1)
sont reliées a la voie des caspases (2, 75, 238).

Quatre voies d’activation des caspases durant 'apoptose ont été identifiées et
classées comme suit: (1) la voie mitochondriale ou voie intrinseque ; (2) la voie des
récepteurs de mort ou voie extrinseque; (3) la voie du granzyme B ; et (4) la voie du
réticulum endoplasmique (RE). Les deux voies principales sont la voie intrinseque et la
voie extrinseque.

La mitochondrie agit en tant que régulateur central des voies de signalisation de
I'apoptose. Les nombreux signaux pro-apoptotiques activés par divers stimuli comme
les récepteurs de mort, les agents chimiothérapeutiques, et encore les radiations
ionisantes ou UV, convergent vers cet organite cellulaire.

La voie intrinseque dépend directement de la mitochondrie. Les mitochondries
subissent deux changements majeurs durant l'apoptose induite par des agents
néoplasiques, les radiations UVs, un déficit des facteurs de croissance, ou des dommages
a I'ADN. En premier, la membrane mitochondriale externe devient perméable libérant
les protéines se trouvant normalement dans l'espace inter-membranaire de la
mitochondrie et notamment le cytochrome ¢ mais également d’autres facteurs induisant
I'apoptose. En second, le potentiel transmembranaire de la membrane mitochondriale
interne est réduit (36). Le relachement du cytochrome c dans le cytoplasme mene a la
formation d'un complexe heptamérique capable d’activer les caspases, appelé
apoptosome. L’apoptosome est un complexe macromoléculaire composé de cytochrome
¢, de la protéine Apaf-1, de déoxyadénosine triphosphate (dATP), et de procaspase 9. Ce
complexe permet l'activation de la caspase 9. La caspase 9 posséde un domaine (CARD)
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de recrutement des caspases dans sa partie N-terminale, qui joue un réle important dans
son association avec Apaf-1 et le cytochrome c (1, 36, 244). A son tour, l'activation de
caspase 9 clive les caspases effectrices comme caspase 3, 6, et 7 (159). Ensuite, les
caspases effectrices clivent leurs protéines cibles et aboutissent a I'effondrement de la
cellule. Dans ce processus apoptotique, caspase 3 et 9 semblent étre les plus
importantes car leurs activités influent sur le processus apoptotique de méme que le
type de mort cellulaire (40, 135).

Une autre voie dépendante des caspases, appelée voie extrinseque ou voie des

récepteurs de mort, est celle qui est déclenchée a la surface de la cellule par différents
récepteurs membranaires. Les récepteurs de mort, situés a la surface des membranes
cellulaires, appartiennent a la famille du récepteur au TNFR (tumor necrosis factor
receptor) dont TNFR et Fas sont les mieux caractérisés. Ces récepteurs de mort
possedent dans leur extrémité cytoplasmique des domaines effecteurs de mort (DD),
permettant la transmission d’un signal apoptotique via 'activation des caspases (22,
217). Apres leur association avec des ligands de mort extracellulaire de la famille TNF
(Tumor necrosis factor) tels que TNFo et FasL/CD25L (162, 217) les récepteurs
subissent une oligomérisation et/ou un changement de conformation qui leur permet de
recruter une protéine associée au domaine de mort du récepteur TNF ou Fas, appelé
FADD (Fas-associated death domain) ou TNFADD (TNF receptor-associated death
domain). Cette protéine va a son tour recruter des molécules de procaspase 8 (et
probablement procaspase 10) et entrainer leur activation en caspase 8 et 10. Ces
protéines forment un complexe appelé DISC (death inducing signalling complex) (143).
Au niveau du complexe DISC, les caspase 8 et 10 activent les caspases activatrices et
notamment la caspase 3 (36). La voie intrinséque et la voie extrinséque aboutissent
toutes deux a I'activation de la caspase 3. Une fois que la caspase 3 est activée, elle entre
dans le noyau et coupe un ensemble de protéines comme PARP-1 (enzyme de réparation
d'ADN) et la lamine nucléaire (36). Lorsque PARP-1 est coupée, on observe 'apparition
de p85, produit inactif de cette coupure. L'inactivation de PARP-1 par les caspases est
donc un marqueur nucléaire de 'avancement du processus apoptotique.
Les deux voies apoptotiques peuvent étre reliées par Bid, qui est une protéine pro-
apoptotique de la famille Bcl-2 (236). Bid se trouve normalement dans le cytosol et est
coupée par caspase 8 pour former une protéine tronquée (tBid) qui va étre transloquer
vers la mitochondrie (121). Dans la mitochondrie, tBid active Bax, initiant le
relachement du cytochrome c et le dysfonctionnement de la mitochondrie. Cette
communication permet d’amplifier l'activation des caspases nécessaires pour
I'apoptose. Enfin, diverses voies de transduction cellulaires participent a la modulation
de 'apoptose, notamment celle du facteur de transcription NFkB et certaines voies de
stress cellulaire comme, par exemple, JNK (cJun N-terminal Kinase).

L’apoptose en tant que processus de mort programmée est un carrefour décisionnel
physiologique. Sa résolution au niveau cellulaire permet le maintient de ’homéostasie
au cours du développement embryonnaire et dans de nombreux processus
physiologiques de la vie adulte. Suite a I'apoptose, le systéeme immunitaire élimine les
cellules apoptotiques dans des conditions non inflammatoires et déclenche une réaction
immune spécifique contre les antigenes présents dans les phagosomes.
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C. L’infection par HSV-1 a des effets pro- et anti-apoptotiques.

La balance entre ces deux effets semble dépendante du type cellulaire. Les cellules du
systéme immunitaire peuvent mourir d’'une apoptose induite par HSV-1 tandis que
d’autres types cellulaires possédent les moyens de réprimer cette apoptose. Dans la
lignée de cellules macrophages RAW264.7, I'infection avec le virus sauvage induit un
degré modeste mais reproductible d'apoptose (10). Les cellules Jurkat (T-cell leukemia
line) et des cellules CD4+ isolées a partir de sang périphériques subissent une apoptose
apres contact avec le virus HSV-2. L’activation de cette apoptose est décrite comme étant
a la fois dépendante de la voie extrinseque (récepteur de mort) mais aussi intrinseque
(mitochondriale) (76). Les cellules de la microglie infectées n’autorisent pas la
multiplication du virus et libéerent des cytokines pro-inflammatoires, induisant la mort
cellulaire. La réponse immune est différente dans les astrocytes infectés qui sont
permissifs a un cycle de multiplication lytique. L’apoptose est présente dans ces deux
types cellulaires et est induite aussi bien par la voie extrinseque que par la voie
intrinseque. La voie de signalisation TNF est la voie dominante pour les cellules de la
microglie, la voie FAS est la voie dominante pour les astrocytes (7). Ces résultats mettent
en évidence une corrélation entre le déroulement de I'apoptose et la réponse immune
engendrés par l'infection HSV-1.

Cependant, la plupart des cellules infectées par HSV-1 ne meurent pas d’'un processus
apoptotique. L'induction d'un processus apoptotique au cours de l'infection herpétique
fut déduite des résultats d’expériences utilisant des souches d’HSV-1 qui n’exprimaient
pas de protéines virales trés précoces a cause de I'absence du géne correspondant, de
leur inactivation, ou par inhibition de leur expression. Dans tous ces cas, l'infection ne
dépasse pas la phase tres précoce du cycle lytique et laisse apparaitre des phénomeénes
apoptotiques qui ne sont pas observés lors d'une infection par un virus sauvage, qui
développe un cycle lytique, suggérant que l'infection virale d’abord induit et ensuite
réprime I'apoptose de la cellule hote.

Une premiére étude illustre, au niveau morphologique, les concepts d’induction
et de répression de l'apoptose par HSV-1 (65). Les auteurs ont réalisé une étude
comparative de l'infection de neurones par un virus sauvage et par un virus inactivé par
un traitement aux rayons ultraviolets (UV). Ce virus peut infecter les cellules et relacher
son génome dans le noyau, mais son ADN ne sera pas exprimé car trop endommagé. Dés
la premieére heure post-infection, les deux infections révelent une diminution du
potentiel de membrane des mitochondries et une augmentation de leur volume, ainsi
que l'inversion des phosphatidylsérines a la surface de la membrane plasmique. Les
auteurs remarquent aussi une activation de la caspase 8, ce qui pourrait signifier une
implication des récepteurs de mort dans I'induction. Ces changements morphologiques,
caractéristiques de 'apoptose, reviennent a leur état initial vers 3 hpi pour l'infection
par le virus sauvage, mais persistent avec le virus irradié et, a 24 hpi, on observe dans ce
dernier cas un noyau de taille réduite et une chromatine compactée, typique de
I'apoptose tardive. Les deux virus induisent donc une réponse apoptotique, mais le virus
inactivé ne posséde pas les moyens de la réprimer. Cette étude suggere, par ailleurs, que
le facteur déclenchant I'apoptose serait un élément de la structure virale.

La notion d’un élément inducteur structural, apporté par le virus infectant, est
suggérée aussi par 'infection avec un mutant, HSV-1tsB7, qui ne peut pas relacher son
génome dans le noyau cellulaire a la température non permissive de 39,5°C. A cette
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température, ce virus provoque l'apoptose dans les cellules VERO, mais pas dans les
cellules nerveuses SK-N-SH ni dans les cellules de carcinome épidermoide HEp-2 (62).

Cependant, d’autres expériences suggerent que I'expression du génome viral est
requise pour qu’il y ait induction du processus d’apoptose (12, 185). Ainsi, en présence
de l'actinomycine D, un inhibiteur de la transcription, I'infection de cellules HEp-2 par
HSV-1 n’induit pas d’apoptose. Par contre, en présence de cyclohéximide (CHX), un
inhibiteur de la synthese protéique, HSV-1 induit 'apoptose a travers un processus qui
implique l'activation de la caspase 3 et la dégradation de PARP. L’hypothése qui se
dégage dans ce cas est donc que la transcription des genes o suffirait a déclencher
I'apoptose. L’'induction serait un événement nécessitant la transcription des genes a
mais antérieur a la synthese protéique virale. Ces inducteurs potentiels pourraient étre
les molécules d’ARN par elle-mémes, les processus de maturation de ’ARN, le transport
hors du noyau ou l'initiation de la traduction.

Enfin, d’autres études suggerent la nécessité d'une synthése de protéines pour le
déclenchement du processus apoptotique. Ainsi, dans des cellules VERO infectées par un
virus délété du gene codant la protéine tres précoce ICP4 (AICP4), les marqueurs
spécifiques de I'apoptose apparaissent plus tardivement que dans les cellules HEp-2
(158). En traitant les cellules a la CHX, les auteurs montrent que I'apoptose induite par
ce virus dans les cellules VERO nécessite une synthese de protéines cellulaires et virales
avant 3 hpi, contrairement a 'apoptose induite dans les cellules HEp-2 par ce méme
mutant. Divers parametres caractéristiques de la cellule infectée peuvent indirectement
participer a l'induction ou a l'entretien du processus apoptotique. Ainsi, ICPO est une
protéine virale qui semble favoriser le développement de I'apoptose en empéchant
I'accumulation stable des facteurs de réparation de ’'ADN (123, 185).

Il est a noter que deux études décrivent une mort apoptotique, induite par HSV-1,

qui pourrait étre indépendante des caspases. En effet, une équipe montre que la
fragmentation de ’ADN dans des cellules SK-N-SH infectées par HSV-1AICP4 ne peut pas
étre bloquée par l'inhibiteur général des caspases z-VAD-fmk (13, 62). Par ailleurs, une
autre étude rapporte que, lors d’infections par ce méme virus de fibroblastes de poumon
embryonnaire humain (HEL), la molécule AIF (apoptosis inducing factor), impliquée
dans des phénomenes d’apoptose indépendante des caspases, migre de la mitochondrie
vers le noyau (243).
Les expériences décrites dans ce chapitre montrent donc que I'infection herpétique peut
déclencher un processus apoptotique, qui est généralement considéré comme une
réponse de défense cellulaire visant a empécher la multiplication virale. On ne connait
pas la nature moléculaire précise des facteurs inducteurs, mais les résultats suggerent
que l'induction peut se produire a différentes étapes précoces de 'infection et implique
des éléments structuraux du virus entrant et/ou des phénomenes dépendants d'une
synthese de novo d’ARN et parfois de protéines. Il ressort également de ces études que le
facteur inducteur peut varier en fonction du type cellulaire infecté et de la souche virale
utilisée. La répression de I'apoptose, qui sera abordée dans le prochain chapitre, est
aussi tributaire de ces parametres.

L’apoptose est inhibée par le virus. Plusieurs équipes ont mis en évidence une activité
anti-apoptotique d’HSV-1 en infectant des cellules induites en apoptose par des agents
exogenes. Ainsi, HSV-1 protege les cellules SK-N-SH contre I'apoptose induite par
'activation des récepteurs TNFa, Fas et C2-céramide par leurs ligands naturels. HSV-1
est également capable d’empécher I'apoptose induite par des chocs osmotiques ou par
des chocs thermiques (62, 109). La capacité de ce virus a bloquer I'apoptose induite par
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divers facteurs exogénes non viraux, indique que des produits de genes viraux agissent
sur de multiples produits cellulaires impliqués dans les voies conduisant a 'apoptose.
Ces expériences laissent présager de la diversité des moyens développés par le virus
pour inhiber les mécanismes apoptotiques induits par l'infection elle-méme, afin de lui
permettre de terminer son cycle de réplication dans différents types cellulaires. En effet,
plusieurs expériences montrent que certains traitements anti-apoptotiques améliorent
I'efficacité de la multiplication de certains mutants herpétiques (12, 109).

Une approche cinétique du pouvoir anti-apoptotique d’HSV-1 (12, 14, 109), a
permis de situer dans le temps l'expression des génes viraux responsables de cette
activité inhibitrice. Des cellules HEp-2, infectées avec un virus HSV-1 sauvage, ont été
traitées ala CHX a 1, 3, 6, 8 ou 12 hpi (12). Les cellules infectées, traitées a la CHX des le
début de l'infection et jusqu’a 3 hpi, meurent par apoptose. Les cellules traitées entre 3
et 6 hpi par contre, deviennent progressivement résistantes a I'apoptose et, dans les
traitements plus tardifs, tous les marqueurs d’apoptose disparaissent. Les auteurs en
déduisent que la répression de I'apoptose nécessite la synthese de protéines, virales ou
cellulaires, entre 3 et 6 heures apres le début de l'infection. En présence d’acide
phosphonoacétique (PAA), un inhibiteur spécifique de la réplication de ’ADN viral, on
constate toujours l'effet anti-apoptotique d’HSV-1, montrant que 'expression des genes
impliqués ne nécessite pas de réplication de I’ADN viral (12, 109). La plage de temps
nécessaire a la répression de I'apoptose correspond donc a I'expression des genes viraux
fpou yl. Les genes viraux porteurs des fonctions anti-apoptotiques ont été
essentiellement étudiés grace a I'analyse de mutants de délétion. Les génes qui ont été
identifiés jusqu’a présent codent pour les protéines o ICP4 (120) et ICP27 (9), la
protéine § US3 (89) et les glycoprotéines ] et D (gJ, gD) (89) (voir figure II).

pro-caspase 8 J
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caspase 8
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v \ Bcl-2 Bax \
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' UNK —* Boix Bak
! Cytochrome C -
\ | / l
--* NF-xB Apafl — pro-caspase 9
pro-caspase 3
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/1 caspase 9 ———————> |
/ caspase 3
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Figure III : Modele de la participation de protéines virales et cellulaires dans la
répression de 'apoptose par HSV-1. Les protéines virales, en rouge, sont indiquées au
niveau de leur principale action dans le processus apoptotique caspase dépendant.
ICP27 active JNK et stabilise Bcl-2 mais pourrait aussi avoir un réle anti-apoptotique en
favorisant I'expression de certaines protéines virales précoces. Us3 agit a deux niveaux
différents sur la voie mitochondriale de 'apoptose (voir figure III). Le mécanisme anti-
apoptotique de la protéine de membrane gJ est mal connu mais on sait qu’elle protege
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de I'apoptose induite par le ligand Fas. gD active la protéine anti-apoptotique NF-kB
suite a son interaction avec le récepteur HveA (HVEM).

Fonctions virales impliqués dans le contréle de 'apoptose

ICP4. Une premiere étude a montré une induction de I'apoptose dans des cellules VERO
infectées par un virus HSV-1 délété du gene codant pour la protéine ICP4 (120) un
facteur de transcription viral tres précoce. A 20 hpi, des changements morphologiques
et biochimiques caractéristiques de 'apoptose, tels qu'un noyau de taille réduite et une
fragmentation de I’ADN, sont visibles dans des cellules infectées par HSV-1AICP4, mais
pas avec le virus sauvage. Ceci suggere qu’'lCP4, ou une protéine synthétisée suite a
'activité transactivatrice d’ICP4, est capable de protéger la cellule contre 'apoptose.
Dans la mesure ou ICP4 est un facteur de transcription qui n’agit que sur le génome viral
et ne modifie pas I'expression des genes cellulaires, on considére que cette protéine agit
indirectement, essentiellement grace a son role transactivateur de l'expression des
genes viraux plus tardifs, et notamment la protéine Us3 comme nous verrons par la suite
(9, 65) (figure III). ICP4 est également impliquée dans la stabilité du génome virale. La
demi-vie du génome HSV-1 dans la cellule infectée, en I'absence de réplication est
d’environ 24 heures. La stabilité du génome d’un virus délété d’ICP4, ne contrdlant donc
pas I'apoptose, dure en moyenne 8 heures (200).

ICP27. Une autre équipe (12) a utilisé la méme approche expérimentale, mais en privant
le virus du géne codant pour la protéine ICP27 (HSV-1AICP27), qui est un facteur de
régulation post-transcriptionelle de I'expression génique virale et cellulaire. L’apoptose
induite par ce virus a été évaluée sur des parametres morphologiques, ainsi que sur le
clivage des enzymes PARP, DFF et l'activation de la caspase 3. Des changements
morphologiques, ainsi que la fragmentation de I’ADN génomique, sont observés des 12
hpi sur des cellules HEp-2. Le virus AICP27 est donc incapable d’empécher I'apoptose
induite par l'infection. En utilisant une série de mutants d'ICP27, cette étude a permi
d’identifier des régions d’ICP27 essentielles a la prévention de I'apoptose (14). Ces
analyses montrent qu’il existe une tres forte corrélation entre la capacité d’ICP27 a
stimuler la production de protéines virales § et y1 et la capacité a réprimer I"apoptose
(figure III). Ainsi, ces résultats suggerent qu’'ICP27 agirait indirectement, en stimulant la
maturation d’un ou plusieurs répresseurs plus tardifs de 'apoptose. A I'aide de mutants
ponctuels d’'ICP27, les auteurs ont observé une modulation quantitative de 'apoptose,
mise en évidence par une augmentation progressive de la condensation de la
chromatine (14). Ainsi, une région concernant les acides aminés (Aa) 139 a 153 dans
I'extrémité N terminale d’ICP27 pourrait fonctionner en régulant la balance entre
facteurs pro et anti-apoptotiques. Ceci suggere la notion d’un équilibre entre la réponse
pro-apoptotique de la cellule d’'une part, et les fonctions anti-apoptotiques induites par
HSV-1 d’autre part.

Outre son action sur l'expression des genes viraux, le groupe de Bachenheimer a
décrit I'implication d’ICP27 dans l'activation des protéines kinases de stress JNK et p38
(78). L’augmentation de 'activité kinase de JNK et p38 dans des cellules infectées avec
un virus sauvage débute a partir de 3 hpi. Cette augmentation de 'activité kinase est
présente tout au long du cycle viral, avec un maximum entre 6 et 8 hpi, et requiert un
domaine de la protéine ICP27 situé dans I'extrémité N-terminale, entre les Aa 12 et 63.
On sait que 'apoptose est régulée en partie par la phosphorylation de membres de la
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famille Bcl-2 au moyen de la voie JNK (106). Ceci suggere que l'activation de JNK et p38
par ICP27 pourrait arréter la progression a la fois du cycle cellulaire et de I'apoptose
durant l'infection HSV-1 (voir figure II). Enfin, deux études montrent que l'absence
d’ICP27 est corrélée, d’'une part avec une dégradation de la protéine Bcl-2 par des
caspases et, d’autre part, a une diminution de la stabilité de ’ARNm de Bcl-2 (78, 240).

Glycoprotéine J. La délétion du géne Us5, codant la glycoprotéine ] (g]) réduit de fagon
marquée l'inhibition de I'apoptose induite par le ligand Fas et réduit partiellement
I'inhibition de I'apoptose induite par les UV. Inversement un virus privé du gene Us3
inhibe de facon marquée I'apoptose induite par UV et inhibe partiellement I'apoptose
induite par Fas (figure III). Il est donc possible que les produits des genes Us3 et Us5
coopérent pour inhiber I'activation des caspases 3 et 8 impliquées dans une voie
d’apoptose commune a Fas et aux UV (89). Par ailleurs, la gJ, exprimée dans des cellules
subissant un traitement Fas, ou incubées avec la granzyme B, inhibe l'apoptose
provoquée par cette enzyme, ainsi que I'activation de la caspase 3 (88). Aubert et al (10)
montrent que la protéine tardive gJ inhibe 'apoptose. Son expression correle avec la fin
de la « fenétre de prévention ». Cette expression, initialement proposée par John Blaho,
définie la période pendant laquelle s’exprime I'activité antiapoptotique virale. Lors d'un
infection HSV-1 a forte m.o.i. de cellules VERO, la fenétre de prévention a été située par
cet auteur entre 3 et 6 hpi. Les résultats suggerent également que l'inhibition de
I'apoptose par g] serait indépendante de la consommation d’ATP. gJ partage avec gD le
fait de protéger la cellule infectée de I'apoptose (242) mettant ainsi en évidence des
fonctions partagées entre différentes protéines virales.

Glycoprotéine D. Roizman et collaborateurs ont montré que la gD pouvait bloquer
I'apoptose et que cette glycoprotéine devait étre présente dans l'enveloppe du virus
infectant pour exercer une telle activité (242). D’autres équipes ont montré que la gD
pouvait protéger les cellules contre la mort apoptotique dépendante de FAS, et que le
facteur de transcription NFkB jouait un role dans I'inhibition de 'apoptose (143). Ces
résultats suggéraient en méme temps que l'interaction de la gD avec son récepteur
HVEM, exprimé a la surface de la cellule, pouvait étre responsable de I'activation de
NFkB (figure III). Enfin, il a été plus récemment montré que l'inhibition de I'interaction
entre gD et le récepteur HVEM, en utilisant des anticorps monoclonaux, réduisait de
manieére significative la protection par la gD contre I'apoptose dépendante de FAS.
L’ensemble de ces résultats suggere que linteraction entre la gD, apportée par les
particules virales, et le récepteur HVEM, exprimé a la surface des cellules, entraine
d’abord l'activation de NFkB et ensuite I'inhibition de I'apoptose induite par FAS (189).

Us3. Cette protéine est également antiapoptotique. C’est une des trois protéines kinase
codées par le virus HSV-1. Son activité kinase lui permet de remplir de nombreux roles
au sein de la cellule infectée. En ce sens, elle est une protéine emblématique des
protéines multifonctions codées par le génome HSV-1. Son cas sera traité dans le
chapitre suivant.

D. Les différents roles de la protéine virale Us3
Le géne Us3 code pour une sérine/thréonine protéine kinase. Les sites phosphorylés par

cette kinase présentent une séquence de type (R)nX(S/T)YY ou n=3, X peut étre Arg, Ala,
Val, Pro ou Ser et Y tout Aa non acide. La protéine Us3 est capable de s’autophosphoryler
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pour moduler son activité kinase (183). Elle phosphoryle également de nombreux
substrats cellulaires et viraux (99) tels que les protéines virales codées par les génes
UL34 (175, 176) ou UL13 (46), permet la localisation de différentes protéines telles que
UL31 et UL34 (178) et exerce plusieurs fonctions, soit directement soit indirectement,
via les protéines virales et cellulaires qu’elle phosphoryle au cours de l'infection par
HSV-1. La fonction la plus étudiée a ce jour est la fonction anti-apoptotique.

La protéine Us3, exprimée par un baculovirus, bloque la libération du cytochrome C et le
clivage des procaspases 3 et 9, induites dans des cellules infectées par un mutant HSV-1-
AUs3 (33, 154). Elle bloque aussi 'activation de la caspase 3 induite par un virus AICP4
dans des cellules HEp-2, suggérant que la fonction antiapoptotique d’ICP4 passe par
'action de la protéine Us3 (17). US3 agit au niveau mitochondrial et les protéines de la
famille Bcl-2 semblent étre ses partenaires privilégiés (figure III). Au cours du processus
apoptotique, le clivage caspase-dépendant de Bad ou de Bid stimule leur capacité a
activer la protéine pro-apoptotique Bax (ou Bak). Outre ce clivage, 'activité de Bad peut
étre régulée par phosphorylation de la ser112 par la RSK (Ras-mitogen-activated protein
kinase), de la Ser136, par la protéine kinase B (PKB), et de la Ser155 par la protéine
kinase A (PKA). Bad est activée par déphosphorylation et interagit avec Bcl-2. Ceci
entraine la libération de Bax du complexe Bcl-2:Bax et permet a Bax de former un
homodimere qui lyse la membrane mitochondriale. La protéine Bid, par contre, lie Bax
directement et I'active en provoquant un changement de conformation. Cependant, bien
que l'expression d’Us3 correle avec la phosphorylation de Bad, il n’existe aucune
évidence solide d'une phosphorylation directe de Bad par Us3 (33). De plus, Us3 bloque
aussi I'apoptose induite par un mutant de Bad non phosphorylable, suggérant que la
phosphorylation de Bad n’est pas nécessaire pour l'inhibition de 'apoptose par Us3.
D’autre part, I'activité d’Us3 est également suffisante pour bloquer 'apoptose induite
par une surexpression de Bid ou de Bax (17, 33).

Trois mécanismes dépendants de I'activité kinase d’'Us3 pourraient expliquer son
activité anti-apoptotique. Le mécanisme principal d’inhibition de Il’apoptose fait
intervenir Us3 dans l'inhibition du clivage de Bad par la caspase 3, elle-méme, activée
par la caspase 9 (figure IV). En effet, la caspase 3 peut activer par clivage la protéine Bad
et ainsi provoquer un renforcement de la réponse apoptotique dépendant de la
mitochondrie. La PKB inactive la caspase 9 en la phosphorylant sur sa sérine 196. Un
site consensus Us3 tres fort est présent de part et d’autre de cette sérine (161),
suggérant qu'Us3 pourrait agir seule, ou via PKB, pour inactiver la caspase 9 et éviter
I'activation subséquente de Bad par la caspase 3. Deuxiemement, Benetti et al, montrent
qu'une activation de la PKA inhibe I'apoptose induite par HSV-1-AICP4 ou par des
protéines cellulaires pro-apoptotiques et mettent en évidence une phosphorylation par
US3 de la sous-unité régulatrice Rlla de la PKA, modification qui a comme conséquence
'activation de la PKA (18, 19). Par ailleurs, la PKA phosphoryle une sérine/thréonine
dans un contexte tres semblable a celui reconnu par Us3. Ces données suggerent qu’'Us3
pourrait bloquer I'apoptose soit seule, en phosphorylant des substrats de la PKA, soit en
activant la PKA qui phosphoryle a son tour plusieurs protéines, dont Bad (figure III).
Enfin, un troisieme mécanisme encore mal défini propose qu'Us3 favorise un clivage
particulier de Bad sur un site proche de 'extrémité carboxyle. Ce clivage inactiverait la
fonction pro-apototique de Bad (17). Us3 diminue l'activation de la voie JNK, activée par
HSV-1 et ainsi participerait au controle de I'apoptose dans les cellules nerveuses (148).
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Figure IV : A. Inactivation de la caspase 9 par phosphorylation de la Ser196. Us3
pourrait phosphoryler directement la caspase 9 ou pourrait activer PKB qui pourrait
alors phosphoryler la caspase 9. B. Inactivation de Bad par phosphorylation de la
Ser155. Comme dans A), Us3 pourrait agir directement ou indirectement via I’activation
de la PKA.

Mis a part son role antiapoptotique, Us3 participe également au contréle de la réponse
antivirale innée. Piroozmand et ses collaborateurs (173) démontrent un réle d’'Us3 dans
la résistance du virus a la réponse interféron. Un traitement par l'interféron de cellules
infectées par un virus délété du géne Us3 a pour conséquence une diminution de la
production de virions et une diminution de l'effet cytopathogéne par rapport a
I'infection par le virus sauvage. Ces diminutions sont d’autant plus évidentes que la m.o.i.
serait faible. De plus, la taille et le nombre des plages de lyse sont significativement
réduits au fur et a mesure de l'augmentation de la concentration en interféron par
comparaison avec le virus sauvage.

Us3 bloque également I'expression des genes dépendants de 'l[FNy en modifiant
le récepteur a de I'I[FNy (122). Les toll like récepteurs (TLR) sont activés par 'infection
HSV-1. Les TLR2 et 9 sont impliqués en particulier dans l'initiation de la réponse innée
anti HSV-1. TLR 3 est aussi impliqué dans la défense du systéme nerveux central contre
une infection sévere par HSV-1. Une étude de Peri et ses collaborateurs montre que
I'infection de monocytes par un virus délété d’ICP4 et d'Us3 induit une mort par
apoptose ainsi qu'une augmentation de la synthese des ARNm de TLR3 et d’IFN de type |
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mais pas de changement de la synthese des ARNm de TLR2 et 9 par rapport a l'infection
avec une souche sauvage (172). Us3 participe aussi a 'échappement de la réponse
immune adaptative, sans modifier les fonctions de présentation des antigénes (32, 34).
Les cellules infectées envoient un signal d’inactivation aux lymphocytes. Les
lymphocytes T inactivés sont incapables de relacher leurs granules cytotoxiques ainsi
que les cytokines de I'inflammation. Cette inactivation requiert la présence des TCR et
de la protéine Us3. Les lymphocytes T inactivés ne sont pas apoptotiques et leur état est
réversible suite a une stimulation avec des esters de phorbol (11, 195).

Us3 contribue aussi a modifier I'architecture cellulaire, en particulier le noyau.
Cette fonction favorise la réplication de I’ADN viral dans le noyau ainsi que la maturation
et la migration des virions a l'intérieur de la cellule. Us3 favorise la création d’un
complexe protéique formé par les protéines UL34 et UL31, situé au niveau de la
membrane interne du noyau. Ces deux protéines, phosphorylées par Us3, participent a
I'enveloppement des nucléocapsides (150-152, 178, 228) (100, 179, 182). Us3 augmente
la phosphorylation de la lamine B et induit I'activation et le recrutement de la PKC pres
de la membrane interne du noyau (166). Les protéines Us3 et UL34 agissent de maniere
antagoniste pour réguler l'état du réseau de lamine nucléaire afin de favoriser la
maturation et la migration des virions mais également d’éviter 'induction de I'apoptose
suite a une trop forte perturbation du réseau de lamine (20). Us3 modifie également le
réseau de la protéine Emerine, qui soutient la membrane nucléaire interne. Cette
altération architecturale est également suspectée de favoriser la migration des
nucléocapsides (113, 149). La protéine essentielle de matrice nucléaire Matrine-3
possede un site de phosphorylation spécifique d’Us3. L'infection par HSV-1 induit une
relocalisation de matrine-3 dépendante d'Us3 vers le noyau dont elle pourrait changer
I'architecture pour favoriser l'infection (113).

Us3 se localise au niveau de la mitochondrie et modifie de fagon drastique le
métabolisme cellulaire en induisant la suppression de la respiration mitochondriale
(51). Enfin, une étude comparative du transcriptome de cellules infectées par HSV-1
sauvage ou par une souche HSV-1AUs3 permet d’avoir une vision d’ensemble des
nombreuses modifications induites par Us3 dans la cellule infectée (93).

De par I'ensemble de ses fonctions, la protéine Us3 participe a la virulence. Sa non-
expression ou des mutations affectant son activité kinase induisent une diminution de la
réplication virale et réduisent I'importance des lésions de kératite et périocculaire dans
un modele murin (183). Le dernier substrat mis en évidence de la protéine Us3 est la
glycoprotéine B (gB). Us3 régule la localisation de la gB a la surface de la cellule infectée
(98). Une mutation de la gB ne permettant plus sa phosphorylation par Us3 provoque
une diminution de la réplication virale ainsi qu'une réduction des symptomes cliniques
dans un modele murin de kératite a HSV-1 (86). La réplication du virus HSV-1 peut
également étre réduite de maniere dose dépendante par la molécule antivirale D609 qui
inhibe 'activité d’Us3 (223).
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2. LES HEPATOCARCINOMES

Le chapitre suivant aborde brievement quelques aspects sanitaires et cliniques du
traitement des HCC. Je me focaliserai sur la description moléculaire de cette maladie
complexe en décrivant les genes, les protéines, et les voies de signalisation qui
transforment les cellules du foie en cellules tumorales. Pour rester dans la perspective
générale de cette these, j'ai tenu a souligner plus particulierement les éléments pouvant
étre utilisés ou concernés par linfection oncolytique tel que certaines voies de
signalisation impliquées dans le controle de l’apoptose, le microenvironnement
cellulaire et le systéme immunitaire.

A. Epidémiologie

Le carcinome hépatocellulaire est le cinquieme cancer le plus fréquent dans le monde, le
troisieme plus mortel et le plus fréquent des cancers primitifs du foie. On recense
environ 5 000 nouveaux cas par an en France, avec une tendance a I'augmentation,
notamment en raison du nombre croissant de cas d’hépatite chronique. L’épidémiologie
des HCC montrent plusieurs facteurs de risque dont les principaux sont : les hépatites B
et C (202) (l'infection par HBV ou HCV est la cause de 75% des HCC), la cirrhose
alcoolique, I'aflatoxine B1, I'obésité et le diabete (29). L'importance des différentes
étiologies varie selon la zone géographique. Le ratio femme/homme de 1/3 est expliqué
en partie par le fait que 'inflammation, facteur de risque des HCC, est diminuée chez les
femmes grace a I'action négative des cestrogenes sur la sécrétion d’interleukine 6 par les
cellules de Kupffer (174).

B. Diagnostique et traitement

Les études de biopsies humaines et modeles animaux permettent de dresser une
chronologie partielle de la cancérisation. L’évolution du cancer apparait ainsi divisée en
étapes qui procedent de l'acquisition d’'une mutation. La corrélation entre ces
modifications génétiques et les résultats de I'anamnese et de ’examen clinique classique
(état général, nombre et répartition des tumeurs, marqueurs sériques ou génétiques,
histologie...etc) est a la base de la construction des systémes de classification cliniques
actuellement utilisés pour le choix d’une stratégie thérapeutique.

Les données de l'anamnese, de lI'examen clinique et les résultats d'examens de
base associés au cas clinique, sont confrontées sur un large panel de patients, traitées
statistiquement et assemblées afin de déterminer une valeur pronostique attachée a un
stade clinique. Les parameétres génomiques du patient sont progressivement introduits
et plusieurs systémes de classification des malades ont été proposés. Ainsi, le BCLC
« Barcelona Clinic Liver Cancer staging system » est devenu un des systemes les plus
utilisés pour choisir la stratégie thérapeutique la plus appropriée a un état clinique. Le
« Milan criteria» est le score clinique le plus utilisé pour déterminer les patients
candidats a une greffe de foie (HCC<5cm ou3 nodules < 3cm).

Les traitements disponibles incluent la résection chirurgicale, la transplantation
hépatique, les thérapies ablatives locales, la chémo-embolisation et radio-embolisation
transarterielle, et les thérapies moléculaires (237). Les thérapies ablatives, incluant
I'injection d’éthanol et I'ablation thermique, ne sont utilisables que sur des tumeurs
localisées et permettent une espérance de vie de 3 ans pour des patients modérément
atteints, dans seulement 10% des cas (203). La transplantation hépatique sur des
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patients sélectionnés selon le « Milan criteria » atteint une survie a 4 ans post-opération
dans 83% des cas (139). La chimiothérapie apporte aussi un traitement supplémentaire
depuis que le sorafenib (cf. page 26) a démontré sa capacité a ralentir le taux de
progression et a augmenter le taux de survie de patients a un stade avancé de la maladie
(130). Les associations thérapeutiques peuvent concerner plusieurs chimiothérapies ou
la chimiothérapie et des traitements chirurgicaux locaux.

C. Biologie générale des HCC

Du point de vue anatomique, le foie est un organe richement vascularisé, bénéficiant
d’'une double irrigation. Il est situé dans la cavité intra péritonéale, entouré par la
capsule de Glisson. La machinerie enzymatique des hépatocytes est impliquée dans deux
grands processus physiologiques : la détoxification et le métabolisme énergétique du
glucose. La détérioration des fonctions hépatiques participe a la gravité du tableau
clinique, notamment a cause de la diminution des capacités de détoxification de
I'organisme et rend l'efficacité d'un traitement anticancéreux plus difficile a évaluer
cliniquement.

Le HCC se développe fréquemment dans un contexte d’inflammation chronique
due a des atteintes du métabolisme, des infections virales, un stress toxique ou une
réaction auto-immune. Le HCC est considéré comme un modele particulierement adapté
a I'étude des liens entre cancer et inflammation. L’état anatomo-pathologique le plus
fréquemment et communément associé a '’hépatocarcinogénese est la cirrhose, qui se
développe apres une longue période (20-40 ans) de maladie hépatique chronique. On
reconnait que les divisions cellulaires dans ces conditions de stress permettent, plus
facilement que dans un tissu sain, 'accumulation de modifications génétiques et
épigénétiques aboutissant a la transformation de la cellule. De plus, la persistance de
génomes de virus hépatiques ou leur insertion, dans le cas d’HBV, peuvent déréguler la
machinerie cellulaire et induire de I'instabilité génique. L’hépatocarcinogéneése reste un
phénomeéne peu compris mais I'’étude moléculaire entreprise actuellement par de
nombreux laboratoires ouvre une fenétre sur l'enchainement des évenements qui
transforment les cellules hépatiques en cellules cancéreuses.

L’origine cellulaire des HCC est sujette a débat. On ne connait pas précisément le type de
cellules hépatiques saines a l'origine de la cellule cancéreuse (cellules matures,
hépatocytes, progenitor/stem cells). La cellule cancéreuse possédant des propriétés
communes avec les cellules souches, le modele des cellules souches cancéreuses (cancer
stem cells, CSC) est utilisé pour schématiser les divisions cellulaires aboutissant a la
formation de la masse cancéreuse. La cellule souche cancéreuse pourrait des lors étre
une cellule souche saine transformée en cellule maligne. Ce modéle semble 'emporter
aujourd’hui sur le modeéle précédent de la dédifférenciation de cellules matures. Selon ce
concept, la CSC évolue vers une cellule cancéreuse de plus en plus différentiée et se
renouvelle éventuellement par division asymétrique. Elle pourrait également se
modifier génétiquement et épigénétiquement au cours de ces processus pour donner
une tumeur plus agressive. L’absence de preuves expérimentales ne permet pas de
déterminer si les cellules cancéreuses différentiées peuvent réacquérir des propriétés
de cellules souches. Ce paradigme de la cellule souche cancéreuse suggere que la
destruction des cellules cancéreuses est nécessaire pour sauver un organisme atteint.
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Dans le contexte d’'une maladie hépatique chronique, la destruction constante des
cellules nécessite la multiplication des cellules génitrices. De plus, l'inflammation et
divers facteurs viraux ou chimiques induisent un stress cellulaire. Ces deux processus
imposent une pression constante sur les différents mécanismes physiologiques de
sénescence cellulaire qui évitent 'apparition d’une cellule maligne.

Le taux de renouvellement important accélere le processus physiologique de
sénescence qui controle les capacités de prolifération des cellules somatiques
(raccourcissement des télomeres - sénescence réplicative). Chez I'adulte sain, I'absence
d’activité télomérase entraine un raccourcissement des télomeres au fur et a mesure des
divisions cellulaires successives. Ce raccourcissement au cours de la vie est controlé et
n’atteint pas un niveau pouvant induire une dysfonction des télomeres et une réponse
liée aux dommages de I’ADN. Dans le cas d'une maladie hépatique chronique, la perte
des télomeres est accélérée pour atteindre un niveau maximum dans le foie cirrhotique.
La sénescence réplicative est un processus d’arrét de la prolifération cellulaire présent
dans 20% des foies sains, 50% des cas d’hépatite chronique, et atteint 60% des foies
touchés par un HCC (165).

Les différents stress cellulaires (cassure de 'ADN, ROS, facteurs viraux) induisent
des processus de sénescence indépendants du raccourcissement des télomeres. Dans ces
cas, il s’agit de « ROS induced senescence » (RIS) et d’ « oncogene induced sénescence »
(OIS). La production de radicaux libres provoque des dommages de I’ADN. Elle est
favorisée dans les cas de maladie chronique du foie par I'inflammation chronique, le
stress oxydatif, la mort cellulaire, et d’autres facteurs étiologiques tel que 1’hépatite C ou
le dysfonctionnement mitochondrial induit par la consommation d’alcool (192). L’OIS
est une réponse aux dommages de ’ADN provoqué par I'hyper réplication de I’ADN (53)
et pouvant impliquer I'activation de voies de signalisation oncogéniques (Ras, c-myc ou
Wnt/B-catenin). RIS et OIS sont deux formes de réponse aux dommages de 'ADN et
provoquent l'activation des voies de signalisation ATM/Chk/p53 et p16/NK4a/pRB,
impliquées dans le contrdle de la réponse aux dommages de I’ADN et au contréle du
cycle cellulaire.

Les différentes formes de sénescence représentent une barriere physiologique de
protection des tissus et de l'organisme. Bien que la sénescence ne soit pas encore
clairement expliquée pour les hépatocytes, le modéle de I'hépatocarcinogénese propose
que cet état physio-pathologique précede I'apparition d'un HCC. L’état de sénescence est
principalement contr6lé aux points de passage p53/p21 et p16/pRB. Quand ces points
de contréle ne sont plus actifs, les cellules peuvent se soustraire au processus de
sénescence et entrer de nouveau dans un cycle de multiplication cellulaire et d’hyper
réplication de I’ADN dans un contexte d’'immortalité provoqué par la réactivation de
I'activité télomérase et linstabilité génétique. La cellule acquiert ensuite des
modifications génétiques et épigénétiques pour devenir une cellule cancéreuse.

D. Caractérisation moléculaire des HCC

La formation des HCC s’explique, comme pour toutes les tumeurs, par 'accumulation de
mutations (modele de Weinberg) affectant les processus de controle de la prolifération
cellulaire et de I'intégrité génétique. Les mutations génétiques, en affectant ces systémes
de controle, conferent a la cellule tumorale une indépendance et des capacités
d’échappement de son milieu.
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Les HCC sont des tumeurs tres complexes du point de vue moléculaire.
Contrairement a la plupart des tumeurs malignes, les HCC se développent dans un
contexte d’inflammation et de 1ésions tissulaires. Ce contexte particulier, ainsi que les
différentes causes provoquant les HCC, ne permettent pas de mettre en évidence un
mécanisme moléculaire prédominant. Les études de génomique, de transcriptomique et
de protéomique ont permis d’affirmer la nature tres hétérogene des HCC.

Les marqueurs moléculaires font I'objet de beaucoup de recherches pour leur
conférer une valeur de diagnostique et de pronostique plus efficace. Ils peuvent
également représenter des cibles thérapeutiques intéressantes. Plusieurs qualités sont
demandées a un marqueur : mise en évidence d'un état pathologique, valeur prédictive
pour le pronostique, et cible thérapeutique. En pratique, le souhait des cliniciens serait
de pouvoir identifier des groupes de patients sur des bases moléculaires et les faire
correspondre a une meilleure réponse a un traitement ou a la perspective d'une
évolution particuliere de la maladie (récidive, métastase). La caractérisation moléculaire
doit pouvoir permettre de corréler des aberrations moléculaires avec I'agressivité de la
tumeur. Ces aberrations peuvent aussi représenter de nouvelles cibles pour la
chimiothérapie ou pour certaines fonctions virales utilisées en virothérapie.

La voie p53 est une voie de signalisation suppresseur de tumeur qui i) limite la survie
cellulaire et la prolifération (sénescence réplicative) en réponse au raccourcissement
des télomeres, ii) induit l'arrét du cycle cellulaire en réponse a l'activation des
oncogenes (OIS) et iii) protege l'intégrité du génome. Les mutations de la protéine p53
apparaissent dans 50% des HCC due a 'aflatoxine et dans 20-30% des HCC non due a
'aflatoxine. Le promoteur du gene p21¢rl de la voie p53 est hautement méthylé dans les
HCC, comparé au stade cirrhotique (181). Le produit d’expression du géne p21¢irl est un
inhibiteur des kinases cycline-dépendante CDK2 et CDK4.

La voie de signalisation p16/pRB est une autre voie de signalisation limitant la
prolifération cellulaire en réponse au raccourcissement des télomeéres, aux dommages
de I'ADN et a I'activation des oncogénes. Cette voie est activée au stade cirrhotique avec
une accumulation de p16NK4a supérieure a celle observée dans le foie sain. Cette
accumulation est réprimée dans les cellules précancéreuses et dans les HCC. Dans les
HCC humains, la voie du rétinoblastome (p16!NK4a, p15INK4b genes RB1) est altérée
(mutation délétion de RB1 et/ou méthylation des promoteurs de p16/NkK4a et p15INK4b)
dans 80% des HCC (15).

L’activation de la télomérase est concomitante au passage du stade de la lésion
prémaligne vers le HCC. Plus de 90% des HCC montrent une activation de la télomérase
qui est le facteur limitant pour I'immortalisation (129). Une étude chez la souris montre
que le raccourcissement des télomeres favorise l'initiation des tumeurs hépatiques mais
que le déficit de 'activité télomérase limite la progression des stades précoces de HCC
(59). L’activité de la télomérase est nécessaire pour limiter le dysfonctionnement des
télomeres et empécher I'accumulation excessive d’instabilité chromosomique et de
dommages de I’ADN qui pourraient handicaper la croissance de la tumeur. Les
mécanismes impliqués dans la suppression de I'expression de la transcriptase inverse
de la télomérase et sa réactivation dans les HCC n’ont pas été élucidés.

Ces observations suggerent que la réactivation de la télomérase et les mutations
dans les voies de controle de la sénescence cooperent au cours de
I’hépatocarcinogénese. Néanmoins, ces mutations, si elles conféerent I'immortalité aux
cellules, ne suffisent pas a les rendre pleinement tumorales. Cet avantage doit étre
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accompagné par des altérations génétiques et épigénétiques pour obtenir le phénotype
cancéreux.

Les systéemes de contrdle de la prolifération et de la survie cellulaire sont
constitués de nombreuses voies de signalisation qui interagissent et rendent difficile la
mise en évidence des mutations originelles mais également de 'importance relative des
mutations cancéreuses. Les études par comparaison de I'expression génique entre des
HCC et du tissu non tumoral ont mis en évidence différents clusters de genes. Ye et al ont
comparé par microarray l'expression de 9180 genes chez 67 patients. s mettent en
évidence que les HCC primaires qui ne métastasent pas ont un profile d’expression
remarquablement différent de celui de HCC associés a des lésions métastatiques. De
plus, cette signature est associée a une différence dans la survie des patients. Ces
résultats impliquent que les geénes favorisant la progression vers la métastase sont
activés dans la tumeur primaire et suggerent que ces deux types de tumeurs évoluent de
manieres distinctes. Les genes surexprimés dans le profil métastatique synthétisent
principalement des molécules impliquées dans I'adhésion cellulaire et le contréle de la
matrice extracellulaire tel que la protéine SPP1, qui code une cytokine impliquées dans
la croissance cellulaire et la dissociation, ou la métallo-protéinase de matrice MMP-9
(235). Par microarray, une autre étude montre un groupe de 12 genes dont la répression
permet de prédire une récidive précoce intrahépatique de HCC dans 93% des cas apres
résection chirurgicale. Les genes réprimés sont principalement impliqués dans la
réponse immune. Le gene HLADRA code pour des fonctions de présentation des
antigenes ; sa répression favoriserait I'échappement des cellules tumorales a la veille du
systéme immunitaire. La répression du gene TRIM22, qui est normalement activé par
I'interféron, suggere l'existence d'une faible réponse immune contre les cellules
tumorales (85). En 2004, Lee et ses collaborateurs ont analysé I'expression génique des
HCC appartenant a des groupes ayant des espérances de vie différentes (30 et 84 mois)
et ont identifié un ensemble de 406 génes dont l'expression suit une répartition
identique. Les génes de survie étant répartis de maniére équivalente dans les deux
catégories, les génes de prolifération cellulaire et de maintenance représentaient 45%
des génes de survie activés pour les patients avec 'espérance de vie la plus faible et 19%
pour les patients avec l'espérance de vie la plus longue. Néanmoins, les auteurs
n'excluent pas que d’autres mécanismes, agissant au début du processus de
cancérisation, soient responsables de cette différence (117). Un autre type de
classification génétique des HCC a été proposé par Katoh et al sur la base d’altérations
du profil chromosomique (gain ou perte de séquence). Le nombre d’altérations
chromosomiques augmente chez les patients ayant la survie la moins longue. Les
patients ayant une amplification de la région 17q11.2-25.3, codant pour une protéine
terminale de la voie de signalisation mTOR, sont des candidats idéals pour recevoir une
thérapie basée sur l'utilisation d’inhibiteurs mTOR (101). Une autre amplification
fréquente concerne la région codant pour le VEGF (vascular endothelial growth factor),
qui regroupe une catégorie importante de patients. Ces patients ont montré une
augmentation de leur espérance de vie apres avoir regu du sorafenib, un inhibiteur
tyrosine kinase agissant sur le récepteur au VEGF (130). L’instabilité chromosomique
amplifie a elle seule le nombre de voies de signalisation activées au cours de cette
cancérogénese. Comme dans beaucoup de cancers, elle favorise l'acquisition de
résistances aux drogues thérapeutiques. L’instabilité chromosomique et les mutations
affectant la prolifération sont les deux principaux critéres génétiques permettant de
regrouper des patients appartenant a des études distinctes mais avec un profil clinique
semblable.
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Le réseau d’interaction engendré par I'expression génique spécifique des HCC est
également utilisable pour classer les HCC. Les voies de signalisation cellulaires
spécifiquement modifiées, activées ou réprimées au cours du processus tumoral signe
un type de HCC et éventuellement un état clinique mais, de par leur réactivité, elles sont
également tres intéressantes en tant que cibles thérapeutiques.

La séquence des voies de signalisation oncogéniques activées au cours de
I’hépatocarcinogénese est en grande partie inconnue. Les voies de signalisation
oncogenes activées apparaissent étre plus hétérogenes dans les HCC que dans les autres
types de tumeur. Dans le reste de ce chapitre seront expliquées les voies de signalisation
dans les HCC humains établis. Méme si ces voies ont montré qu’elles pouvaient induire
un stress oncogénique in vitro, aucune donnée in vivo n’a permis de déterminer leur
pouvoir de transformation cellulaire.

Le proto-oncogene c-myc est fréquemment surexprimé dans les lignées
cellulaires d’hépatomes. Ce gene est impliqué dans la différenciation et la croissance
cellulaire. Sa répression induit la différenciation et l'inhibition de la croissance des
cellules. Des études in vivo montrent que l'expression de c-myc augmenterait
graduellement depuis le foie sain jusque I'hépatite chronique, la cirrhose et le HCC (81).
C-myc est surexprimé dans plus de 50% des HCC ainsi que dans le tissu sain
périphérique suggérant une implication précoce de ce gene. Des études récentes ont
montré que I'activation de c-myc est étroitement associée avec la conversion des cellules
des noyaux prénéoplasiques en HCC (95). LARNm de c-myc est présent en plus grande
quantité dans le tissu péritumoral que dans les HCC renforcant I’hypothese de son
implication dans la transformation (239). Néanmoins, des résultats suggerent que des
modifications post transcriptionelles permettraient a la protéine c-myc d’étre stabilisée
et de jouer un role dans la maintenance du phénotype tumoral (226). Le facteur HIF
(hypoxia inducible factor) notamment pourrait augmenter I'activité c-myc en stabilisant
la protéine (47). Aucune mutation affectant sa fonction pro-apoptotique n’a été trouvée
dans les HCC. Finalement, de multiples voies de signalisation tel que RAS/RAF/MAPK,
JAK/STAT et Wnt/pB-catenin, pourraient réguler I'activité transcriptionelle de c-myc.
Ainsi, il semble que la voie de signalisation c-myc joue un role central dans la régulation
de I'hépatocarcinogénese.

La fréquente inactivation de p53 dans les HCC humains indique que la perte de
I'apoptose dépendante de p53 peut promouvoir I’hépatocarcinogénese. Par ailleurs, des
voies de signalisation indépendantes de p53 peuvent également induire I'apoptose en
réponse aux disfonctionnements des télomeres (114). La protéine Hint2, qui agit au
niveau de la mitochondrie en sensibilisant la cellule a I'apoptose, est réprimée dans les
HCC humains. Cette mutation correspond a un mauvais pronostique (136). L’activation
de la voie de signalisation Akt est impliquée dans la résistance a 'apoptose dans 40 a
60% des HCC, souvent associée a l'inhibition de la PTEN (phosphatase and tensin
homolog), un régulateur négatif d’Akt. L’activation de la voie Akt supprime l'apoptose
induite par TGF-f et I'activité antiproliférative de la « CCAAT/enhancer binding protein
a». Ces deux effets favorisent la cancérisation des cellules ayant échappé a la
sénescence au stade cirrhotique. L’activation de la voie Akt a été reliée a I'activation de
la voie 3-catenin (83)

On recense également 'activation des voies EGF (epidermal growth factor), IGF,
HGF, MAPK (RAS/mitogen-activated protein kinase), Akt/mTOR, NF-xB, TGF-f3 et Wnt-f3
catenin (220). Certaines voies de signalisation sont utilisées pour définir des classes de
patients, tel que la 3-catenin et hedgehog (impliquées dans la différentiation) et IGF,
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Ras/MAPK et mTOR impliquées dans la prolifération cellulaire. De nombreuses voies de
signalisation oncogéniques sont donc activées dans les HCC.

Les études de génomique associées a des études de protéomique mettent aussi en
évidence des mutations dans les voies de signalisation des cellules cancéreuses. Une
étude de Boyault et collaborateurs (23), donne une description a plusieurs parametres
des HCC et identifient deux groupes de patients. Le premier groupe est caractérisé par
une perte fréquente d’alléle, des mutations dans Axinl et p53, I'activation de la voie Akt
et une surexpression d’insulin-like growth factor (IGF)-2. Le deuxieme groupe comporte
des patients avec un faible taux de perte allélique, des mutations fréquentes de 3-
catenin et une localisation nucléaire de cette derniére suite a I'activation de la voie Wnt
(233). Ces catégories ne sont pas corrélées a une différence de survie des patients.

L’analyse des traitements chimiques permet également de montrer les voies de
signalisation pathologiquement effectives dans les HCC. Plusieurs drogues ont été
développées pour bloquer les voies de signalisation citées plus haut, a différents
niveaux. Beaucoup de ces drogues bloquent la voie de signalisation EGF (erlotinib) ou
I'angiogénese (bevacizumab). L’activation de PI3K active la kinase Akt qui phosphoryle
et inactive plusieurs protéines proapoptotiques. Cette voie est activée dans 50% des
HCC (219). Cette activité peut également conduire a la prolifération cellulaire. De plus,
mTOR est une protéine en aval d’Akt qui régule la traduction des ARNm cellulaires grace
a la protéine 1 liant le facteur eucaryote d’initiation de la traduction (4E-BP1) et a la
kinase p70s6k. La rapamycine est un antibiotique qui inhibe mTOR et affecte ainsi la
traduction des ARNm codant pour des protéines régulant la prolifération cellulaire ou
I'angiogénese tel que c-myec, la cycline D1 ou HIF-1a (206). La voie HIF est également
tres active dans les HCC comme nous le verrons plus loin dans ce chapitre. Il n’existe pas
de drogues agissant sur la voie Wnt, active dans 30% des HCC (23). Récemment, la
découverte de la molécule sorafenib a permis d’améliorer significativement la survie de
patients avec un stade avancé de HCC. Le sorafenib est un inhibiteur de plusieurs
protéine-kinases. Il cible deux voies importantes impliquées dans I’hepatocarcino-
géneése: l'angiogénese, en inhibant les tyrosine kinase VEGFR2 et PDGFR, et la
prolifération cellulaire, en inhibant la sérine thréonine kinase b-RAF (Ras/MAPK). Les
responsables de I'essai clinique utilisant cette drogue soulignent I'importance de cibler
plusieurs voies de signalisation pour augmenter l'effet bénéfique d’'une thérapie. La
méme démarche peut étre appliquée a la thérapie génique en utilisant des genes dont
les produits d’expression peuvent interférer avec plusieurs voies de signalisation
activement présentes dans les tumeurs établies. Le sorafenib peut désormais étre utilisé
a des stades moins avancés de la maladie ou le meilleur état général du patient est
susceptible de potentialiser les effets bénéfiques du traitement.

Enfin, il faut mentionner que de nombreux miRNA (micro ARN) sont exprimés de facon
aberrante dans les HCC. Les miRNA interviennent dans un grand nombre de fonctions
physiologiques tel que le développement, la différenciation cellulaire, I'inflammation ou
la réponse immunitaire. La découverte d’'un lien entre 'altération de l'expression de
certains miRNA et la tumorigéneése a permis de leur supposer un role oncosuppresseur
(28). Les miRNA peuvent étre soumis aux mémes altérations que des oncogenes ou des
suppresseurs de tumeur classiques (amplifications, translocation, délétions, mutations)
mais leur expression est le plus souvent réprimée dans les tissus tumoraux (131).
L’analyse de I'expression d’'un grand nombre de miRNA dans des tumeurs humaines a
permis d’identifier des profils d’expression spécifiques des tissus tumoraux et non
tumoraux de méme origine. Dans les HCC, on observe une expression faible de
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nombreux miRNA dont miR-122 (67). Ce miRNA, essentiel au fonctionnement
hépatique, représente a lui seul 70 % de l'expression des miRNA du foie. Une sous-
expression de miR-122 a la fois dans les HCC et les tumeurs bénignes suggere que la
dérégulation de miR-122 serait liée a des événements précoces de tumorigenese (111).
Certains miRNA sont sur-exprimés dans les HCC, tels que miR-21, miR-221 et miR-222.
Ces surexpressions sont également communes a d’autres types de cancer (90, 141). Le
profil d’expression spécifique des miRNA a permis de renforcer les signatures des
profils d’expression génique ou des profils phénotypiques tumoraux pour classer les
patients et orienter les traitements des HCC. En thérapie, les miRNA sur-exprimés
peuvent étre ciblés par des nucléotides anti-miRNA. La transfection de gliomes et de
cellules de cancer du sein avec un anti miR-21 supprime la croissance cellulaire en
association avec une augmentation de 'apoptose (194).

E. L’environnement tumoral et le systéme immunitaire

Si les mutations génétiques et les modifications épigénétiques sont caractéristiques
d’une cellule cancéreuse, la véritable identité d’'une tumeur se mesure aussi en étudiant
son phénotype cellulaire, son environnement tissulaire et les réactions de I'organisme
atteint. Du point de vue histologique, la tumeur grossit en prenant 'avantage sur son
environnement (faible taux d’02, nutriments rares et barrieres naturelles a la croissance
représentées par les tissus normaux périphériques). Certaines qualités du
microenvironnement de la tumeur sont nécessaires a son développement.

L’HCC se développe fréquemment dans un contexte d’'inflammation chronique du foie.
La cirrhose se caractérise par une activation des cellules stellaires. Il en résulte une
augmentation de la production de protéines de la matrice extracellulaire, de cytokines,
de facteurs de croissance et de produits du stress oxydatif (16). Des résultats récents
montrent que I'inflammation a un réle important dans l'initiation, la croissance et la
progression des tumeurs et que la voie NF-xkB occupe une place centrale dans ce
phénomene (156). La voie NF-kB peut étre activée par I'action concertée des cytokines
ou interleukines tel que TNF-a ou IL6, des chémokines et de certaines protéines virales,
probablement impliquées dans la survie des cellules précancéreuses (8). Le role de NF-
kB a été étudié en inhibant son activité dans différents modeles murins d’"HCC. Les
souris Mdr2-knockout ont un défaut de sécrétion des phospholipides dans la bile, ce qui
induit une inflammation chronique du foie. La majorité de ces souris développe un HCC
a I'age d’'un an. Les auteurs observent que NF-kB, activé par l'inflammation, n’a pas
d’incidence sur les premiéres étapes de la cancérisation mais en revanche, favorise la
progression de la tumeur dans des étapes plus tardives (137). Les souris nourries avec
du diethylnitrosamine (DEN) développent également un HCC dans le contexte d'une
lésion tissulaire aigué sans développer d’inflammation chronique. L’hépatocarcino-
génese est, dans ce cas, corrélée avec I'augmentation des radicaux libres d’oxygene et la
mort cellulaire qui induit une hyper prolifération compensatoire propice a I'apparition
des hépatomes. Contrairement au modele précédant, l'inhibition de NF-kB, en
supprimant son rdéle antiapoptotique, augmente la mort cellulaire et I'’hyper
prolifération, favorisant ainsi I'apparition des tumeurs (132).

Budhu et collaborateurs (23) ont comparé les profils d’expression génique dans
le tissu hépatique péritumoral de patients avec ou sans métastases. IIs montrent un
ensemble de 17 génes qui distinguent significativement ces deux états cliniques et
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prédisent également I’évolution de la maladie. Ces genes sont pour l'essentiel impliqués
dans la réponse immune et inflammatoire. Par ailleurs, les mémes auteurs ont identifié
une vingtaine de miRNA associés aux métastases (25).

La masse tumorale est infiltrée par les cellules des systémes immunitaires inné et
adaptatif qui éliminent les cellules cancéreuses sénescentes tout comme au sein d'un
tissu sain. De plus, des travaux récents montrent que le systéme immunitaire tolérerait
les cellules tumorales comme toutes les cellules du soi et inhiberait la réaction immune
anticancéreuse qui survient lors de I'apparition des premiers antigenes cancéreux (48).
Ce phénomene particulier de tolérance des cellules cancéreuses semble régulé par les
cellules Treg et sera débattu plus loin dans ce chapitre.

Le systéme immunitaire inné est constitué des lymphocytes natural killer (NK), des
macrophages et des cellules dendritiques (DC). Il répond de maniere rapide et non-
spécifique a différentes situations d’infection ou d’inflammation. Ces cellules, appelées
APC (antigen presenting cells), présentent les peptides issus de la phagocytose aux
cellules du systeme immunitaire spécifique. Le systéme immunitaire inné participe aux
processus cancéreux des HCC. Le contexte inflammatoire, les acides nucléiques dans un
contexte d’infection virale ainsi que les produits des hépatocytes en nécrose, peuvent
activer les TLR et induire, en réponse, la production d’interleukine-6. La délétion du
suppresseur de cytokine SOCS3 (suppressor of cytokine signalling-3), un régulateur
négatif de I'IL-6, favorise I'hépatocarcinogénése induite par hépatite dans un modele
murin (160).

Un antigene est une molécule qui, au sein d’'un organisme, n’est pas reconnue comme
appartenant au Soi par le systeme immunitaire. Les cellules cancéreuses font partie des
cellules somatiques et le produit d’expression de leurs genes, présenté a leur surface ou
par les cellules présentatrices d’antigénes apres phagocytose, est susceptible d’étre
toléré par le systeme immunitaire. Ce paradigme sert de toile de fond au débat sur
'existence d’'une réponse immune anticancéreuse. Les antigenes tumoraux sont mis en
évidence suite a l'identification d’'une sous population de lymphocytes T spécifiques
possédant des récepteurs pour identifier les antigenes associés au CMH I ou II. De
nombreuses molécules identifiées dans les HCC avec une expression différentielle par
rapport aux tissus sains, sont susceptibles de déclencher une réponse immune
spécifique dirigée contre les cellules tumorales. La protéine AFP, par exemple, est une
protéine feetale, qui est fréquemment exprimée dans les HCC mais également de facon
transitoire pendant la régénération du tissu hépatique. AFP peut étre présentée aux LT
CD4+ et CD8+. Plusieurs études sur I'homme et la souris ont rapporté la présence d’'une
réponse immune spécifique d’AFP (27, 72). Des LT dirigées contre des peptides de la
protéine AFP sont retrouvés dans le sang périphérique de patients atteints d’"HCC mais
font également partie du répertoire de patients infectés par HCV ou d’individus
controles sains. AFP étant un antigene du Soi, I'immunité anti-tumorale pourrait
impliquer une réaction auto-immune. Plusieurs antigenes tumoraux sont ainsi des
antigenes du Soi mais ont démontré leur immunogénicité dans des cas de mélanome et
d’HCC, tels que les antigenes MAGE, NY-ESO, glypcan-3, aurora-A, hTERT (31, 144).

Les cellules NKT sont une population de lymphocytes T fortement présente dans
le foie et qui jouent un réle dans I'adaptation de la réponse immune spécifique (205).
Dans les cancers, les NKT ont un role ambivalent puisque certaines sous-populations ont
un role protecteur (NKT de type I) et d’autres inhibent I'immunité tumorale (NKT de
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type II). Seules des études sur modeéles murins ont montré que les NKT de type I
participent a la suppression des HCC (191).

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sont considérées comme la plus
importante population de cellules immunes anticancéreuses. Il a été montré que de
petites tumeurs de HCC infiltrées par des cellules T majoritairement CD8+, étaient
associées a un plus faible taux de récurrence et un taux de survie supérieur a 5 ans, par
rapport aux tumeurs sans infiltration de cellules T (221). Les cellules CD8+ spécifiques
de différents épitopes d’AFP ne semblent pas enrichies dans la masse tumorale par
rapport a leur concentration sanguine (205). Une explication possible du manque de
CD8+ spécifiques d’AFP est une trop faible présentation de cet antigéene.

Les lymphocytes T helper CD4+ (Th) participent a la réponse immune contre les
microorganismes, mais peuvent également avoir un réle immunosuppresseur ou des
activités cytotoxiques. Les Th sont divisées en 3 sous populations qui different selon les
fonctions des cytokines secrétées : Th1 joue un role important dans la réponse immune
cellulaire et les pathogenes intracellulaires, Th2 stimule la production d’anticorps par
les cellules B, et Th17 joue un rdle dans l'inflammation tissulaire et I'activation des
neutrophiles pour combattre les bactéries extracellulaires. Les cellules Th1 ont montré
une activité anti-tumorale dans plusieurs cancers. Une étude récente montre qu’un ratio
CD4+/CD8+ élevé est associé a un risque réduit de récurrence apres transplantation
hépatique, possede une valeur prédictive supérieure au critere de Milan, et équivaut au
parametre d’évaluation de l'invasion vasculaire pour prédire la réapparition de foyers
tumoraux (214). Certaines cytokines secrétées par les Th jouent des réles opposés dans
le processus de métastase (26). Les cytokines Th1l et Th2 fonctionnent comme des
facteurs pro et anti-inflammatoires respectivement. Les cytokines Th2, comme IL-4, 5, 8
et 10, peuvent réguler négativement les cytokines Th1, comme I'I[FN-y ou le TNF-q, et
vice versa. Dans le processus pro inflammatoire, les cytokines Th1 activent les cellules
immunes telles que les macrophages et les cellules NK, qui produisent une réponse pro
inflammatoire anti-métastatique. A l'inverse, dans certaines conditions, telles que la
présence d'une tumeur ou d'une prédisposition génétique, les populations de cellules
immunes peuvent devenir alternativement activées et secréter des cytokines anti-
inflammatoires. Ce déplacement du profil de sécrétion de cytokines Th1 vers un profil
Th2 est associé a un profil métastatique des HCC. Ce déplacement de la réponse cytokine
s’accompagne d’une activation des macrophages qui pourraient également jouer un role
pro-métastatique (24).

La progression des HCC malgré I'existence de cette réponse antitumorale suggere
I'existence de mécanismes répresseurs de I'immunité spécifique anticancéreuse. Ces
mécanismes incluent, notamment, la production de cytokines immunosuppressives tel
que le TGF-f ou les prostaglandines, 'augmentation des cellules T régulatrices et la
génération des macrophages inhibiteurs ou des MDSC (myeloid derived suppressor
cells) (42).

Les cellules T CD4+CD25+ régulatrices caractérisées par l'expression du facteur de
transcription Foxp3, appelées Lymphocytes régulateurs, ou Tregs) jouent un réle central
dans I'’homéostasie immunitaire. Elles inhibent l'activation, la prolifération et les
fonctions des cellules effectrices T CD4+, CD8+ et NK et contribuent ainsi a la tolérance
immunitaire des cellules cancéreuses (229). Les Tregs peuvent inhiber, in vitro, la
réponse immune des cellules CD4+CD25- et des CD8+ par contact et de maniere
indépendante des cytokines (184). In vivo, les mécanismes semblent étre plus
complexes et notamment dépendants de la présence de COX-2 (64). Plusieurs études
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montrent que le microenvironnement tumoral aussi bien que le sang périphérique ou
méme l'ascite des patients HCC sont enrichis en Treg (63, 215). Ces cellules isolées sont
capables de supprimer la prolifération des cellules CD4+CD25- et leur synthese de
cytokines. L’augmentation des Treg a été associé a la présence de I'invasion vasculaire
(215), I'absence d’encapsulation de la tumeur et la progression des stades tumoraux
(63). Les patients avec une grande prévalence de Tregs au sein du HCC montrent un taux
de survie significativement plus faible (107). De plus, au cours de la progression de
I’hépatocarcinogénese, la prévalence des Tregs augmente de facon corrélée a la
diminution du nombre de CD8+ (107). La balance entre les cellules Treg et CD8+ est
probablement tres importante pour la progression des HCC. Sur un modeéle animal, la
déplétion des Treg provoque le rejet de la tumeur par les cellules cytotoxiques CD8+
(92). Des études cliniques montrent que la faible présence de Tregs dans la tumeur
associée a un fort taux de CD8+ intratumoral est un facteur indépendant de pronostique
positif pour la survie (218). Récemment, un essai clinique de phase I a montré que
l'utilisation de cyclophosphamide chez les patients HCC diminuait de maniere
significative la prévalence des Tregs (71).

L’efficacité anticancéreuse des LT CD8+ est évaluée in vitro par des tests de
cytotoxicité. In vivo, la présence de cellules Treg résulte en une réponse immune
anticancéreuse moins visible. Les HCC sont reconnus comme étant des tumeurs
faiblement immunogenes. Néanmoins, l'existence des cellules antitumorales CD8+
effectives rend évident 'intérét de stimuler le systeme immunitaire contre les cancers.
Dans le cas des HCC, certaines thérapies d’ablation locale, de par leur action cytolytique,
sont supposées augmenter la libération et la présentation des antigenes tumoraux, les
cellules tumorales en nécrose étant probablement phagocytées par les cellules APC. De
plus, la réaction anti-inflammatoire non-spécifique engendrée par I'ablation des
tumeurs par radio fréquence (RFA) pourrait aider a combattre la tolérance immunitaire
et l'anergie rencontrées dans les tumeurs solides (234). Peu de données sont
disponibles sur la réaction immune post opératoire des HCC. Une étude montre
clairement que le nombre de CD4+ Th et de CD8+ cytotoxiques circulants, ainsi que
I'activité des cellules T cytotoxiques, est multiplié respectivement par 5, 6 et 100 fois,
quatre semaines apres une RFA. Dans cette étude, 2 patients avec une récurrence locale
de la tumeur montraient une faible activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses
(77). Différents moyens sont utilisés pour accroitre I'immunogénicité des HCC afin
d’augmenter l'infiltration de cellules effectrices antitumorales. Ainsi, un essai clinique a
consisté a injecter des cellules dendritiques et un broyat de cellules tumorales
autologues a 31 patients HCC. Suivant le protocole associant injection de DC et rappel
d’'immunisation, I'espérance de survie augmentait de 1 a 2 ans par rapport aux patients
controles (118). Parmi les essais cliniques ayant conduit a I'amélioration du malade, on
peut citer l'injection d’'IL-12, employée pour augmenter linfiltration tumorale, et la
vaccination en injectant des antigenes tumoraux combinés au GM-CSF. Les protocoles
d'immunothérapie proposent la mise en place de la vaccination pendant la phase
cirrhotique pré cancéreuse pour empécher la tolérance immunitaire et réservent
I'immunothérapie cytotoxique pour le traitement du cancer établi.

L’'implication du systeme immunitaire dans le processus tumoral est désormais
bien admis, méme si la nature de cette participation reste un sujet controversé et
complexe. Les expériences mettant en ceuvre l'infection des tumeurs par des virus
oncolytiques permettent également d’étudier la réponse immune anticancéreuse. Ce
théme sera exposé dans la partie III, consacrée aux virus HSV-1 oncolytiques.

37



3. Lavirothérapie oncolytique

A. Historique

L’'idée de détruire des cancers en utilisant des virus lytiques est apparue au début du
vingtieme siecle. A cette époque, on observa une rémission de certaines tumeurs suite a
une infection naturelle. Dans les années 1920, eurent lieu les premieres expériences sur
animaux pour valider cette hypothése. Les premiers essais thérapeutiques chez I'homme
commencerent dans les années 1940 et utilisaient des poxvirus atténués. Ces premiers
essais ne furent pas concluants et un consensus a peu a peu émergé pour affirmer que
les virus atténués, bien que relativement siirs pour I'organisme, sont trop peu virulents
pour détruire une masse cancéreuse. Cette stratégie fut reprise plus tard, au début du
XXIeme sjecle, en utilisant des virus a ADN ou ARN, génétiquement manipulés en
laboratoire. Ces virus s’averent surs, mais semblent encore trop peu agressifs vis-a-vis
des tumeurs. Ce consensus motive aujourd’hui deux axes majeurs de recherche en
virothérapie oncolytique: lI'armement de virus atténués avec des transgenes
cytotoxiques, et le ciblage de virus agressifs par le contrdle de la pénétration ou de
I'expression génique (voir figure V).

Plusieurs types de réponses cellulaires a linfection virale ont été décrits, dont
I'apoptose, la réponse antivirale innée, la réponse inflammatoire et la réponse au stress.
Les cellules cancéreuses, par ailleurs, surexpriment ou au contraire sous-expriment un
ensemble de fonctions de maniére spécifique. Ces processus moléculaires existent au
cours de l'infection oncolytique et de maniere dépendante du type tumoral ou de
I'avancée de la pathologie. Le systéme immunitaire contréle également la prolifération
du virus et la progression de 'infection. La virothérapie oncolytique a pour but de tirer
profit de la présence ou de I'absence d’une ou plusieurs de ces fonctions cellulaires afin
que le virus ne se multiplie que dans les cellules tumorales. Cliniquement, on souhaite
que la réplication soit optimale dans les cellules tumorales et qu’il n'y ait pas de
multiplication du virus dans le reste de 'organisme (figure VI.A). Les 1ésions des tissus
sains, si elles sont inévitables, doivent étre controlables et ne pas nuire au pronostique
vital et a la rémission du cancer.

Un avantage important des virus oncolytiques réplicatifs, par rapport aux virus
cytotoxiques défectifs, est leur capacité a simultanément détruire les cellules infectées
de par leur pouvoir lytique, et a produire des particules virales qui détruiront les
cellules cancéreuses adjacentes jusqu’a atteindre en principe '’ensemble de la masse
tumorale (figure VI.B). Il y a deux maniéeres de modifier un virus naturellement lytique
pour en faire un virus spécifiquement oncolytique (figure V). La premiere et plus
ancienne stratégie consiste a supprimer des fonctions virales essentielles qui sont
complémentées, ou qui sont inutiles, dans les cellules tumorales mais ne le sont pas dans
les cellules saines. Ainsi, le virus pourra se répliquer et se disséminer seulement dans les
cellules tumorales. Cette stratégie a fait naitre des virus HSV-1 atténués qui ont
principalement pour base un génome privé du geéne codant la protéine
multifonctionnelle ICP34.5. La deuxiéme stratégie consiste a cibler la pénétration du
virus ou I'expression de fonctions virales dans le tissu cancéreux. Ces fonctions n’étant
pas exprimées dans le tissu sain, le virus ne pourra s’y multiplier. Ce ciblage peut étre
réalisé soit en modifiant la surface du virus de maniére a ce que le virus ne puisse
pénétrer que dans les cellules cancéreuses, soit en plagant 'expression d'une fonction
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virale sous contréle des promoteurs cellulaires actifs spécifiquement dans les cellules
cancéreuses, de maniere a ce que le virus ne se multiplie que dans ces cellules. Cette
derniere approche est le cadre de mon travail de these.

Vectorologie anticancéreuse

Vecteurs non réplicatifs Virus oncolytiques

ciblés atténués | * transgénes (cytotoxiques,

7\ immunomodulateurs, ....)

‘_IPénétration ‘ ‘ Expression ‘

/ l B Post transcription :

Modification de miRNA
I'enveloppe virale

Transcription

1. Identifier des promoteurs de transcription
2. Ciblage transcriptionel d’un géene viral

Figure V: Les différentes stratégies de la vectorologie anticancéreuse. A la
différence des vecteurs non réplicatifs qui n’agissent que dans la cellules infectées, les
vecteurs réplicatifs ou « virus oncolytiques » se multiplient et se propagent dans les
tissus. Il existe deux grandes familles de virus oncolytiques ou deux stratégies pour
restreindre leur pouvoir de réplication aux seules cellules cancéreuses. Les virus
atténués sont délétés de fonctions virales qui sont complémentées ou inutiles dans les
cellules cancéreuses ou non complémentées ou inutiles dans les cellules saines,
garantissant ainsi I'achevement du cycle viral dans les cellules cancéreuses uniquement.
Les virus ciblés possedent | ‘ensemble des genes du virus sauvage mais sont ciblés soit
au niveau de I'entrée du virus en modifiant les glycoprotéines de surface virales afin
qu’elles reconnaissent des marqueurs de surface tumoraux soit au niveau de leur
expression en leur ajoutant des séquences miRNA spécifiques ou en utilisant des
promoteurs de transcription spécifiques des cellules a cibler a la place des promoteurs
viraux endogenes. La méthodologie utilisée au cours de ma these consiste a identifier et
valider des promoteurs cellulaires spécifiques des cellules ciblées puis a placer ces
promoteurs dans le génome viral devant des genes viraux essentiels.

B. Virus HSV-1 oncolytiques atténués
La réponse antivirale a I'infection HSV-1 comporte plusieurs mécanismes de défense

cellulaire dont l'inhibition de la machinerie de traduction. Suite a I'infection virale, les
ARN double brins viraux qui sont synthétisés a partir des deux chaines de I’ADN, sont
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reconnus par la PKR qui devient active. Cette kinase phosphoryle alors le facteur
d’initiation de la traduction elF2a provoquant l'arrét général de la traduction et le
blocage de linfection. Le virus HSV-1 code pour deux protéines qui évitent la
phosphorylation de elF2a : 1a protéine ICP34.5, codée par le géne y1 34.5, impliquée

Modification de 'expression
génique

B

Multiplication du virus -
propagation du virus
oncolytique dans la masse
tumorale

Figure VI: Les principes majeurs de la virothérapie oncolytique. A Les virus sont
génétiquement modifiés afin qu’ils ne se répliquent pas dans les cellules saines mais se
répliquent seulement dans les cellules cancéreuses, provoquant par conséquent leur
destruction. B Les virus oncolytiques sont des virus réplicatifs. Un petit nombre de
cellules cancéreuses est infecté dans lequel le virus oncolytique se multiplie. Les virions
produits vont ensuite infecter les cellules cancéreuses adjacentes. Les cycles de
réplication se poursuivent jusqu'a l'infection-destruction de toutes les cellules de la
masse cancéreuse.

également dans la neurovirulence, et la protéine Us11, codée par un gene de type y2, qui
fait partie de la structure de la particule virale. De par leur cinétique d’expression, ces
protéines empéchent l'inactivation de elF2a a deux moments différents du cycle de
réplication. Ainsi, la protéine ICP34.5 provoque la déphosphorylation du facteur elF2a,
alors que la protéine Us11, qui se lie a 'ARN double brin, bloque I'activation de la PKR.
Les virus HSV-1 délétés du gene ICP34.5 (HSV-1A34.5) subissent une diminution de la
synthese protéique qui provoque un arrét de la réplication dans la plupart des types
cellulaires, y compris dans un grand nombre de cellules cancéreuses. Cependant, dans
les cellules tumorales avec une réponse antivirale dérégulée, ces virus parviennent a se
multiplier. De plus, les virus HSV-1A34.5 sont également hypersensibles a I'interféron o
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et subissent donc aussi cet aspect de la réponse innée antivirale (168). IIs retrouvent en
partie leur neurovirulence dans des souris déficientes pour I'immunité innée (119).
D’autres processus cellulaires participent également a I'inhibition de l'infection. Pour
controler les différents aspects de ces réponses, le virus HSV-1 a développé plusieurs
fonctions. Ainsi, quelques virus atténués ont été construits sur le modele du virus HSV-
1A34.5 mais pour faire face a d’autres types de réponses montrant des variations entre
cellules saines et cancéreuses. On retiendra en particulier les virus HSV-1 privés des
génes ICPO ou Us3, qui bloquent des réponses cellulaires antivirales ou anti-
apoptotiques (126).

L’inactivation par mutation du gene y 34.5 a permis de construire la base de la
plupart des HSV-1 oncolytiques atténués utilisés aujourd’hui en essais cliniques et
précliniques. Les premiers HSV-1A34.5 furent testés dans les années 90 et montrerent
une activité oncolytique sur des modeles murins de gliome humain (35, 79) de cancer du
poumon (non Small cell lung cancer) (4, 211) et de cancer de I'ovaire (44), puis ils furent
testés sur un plus large panel de types de cancers. Ces premieres souches HSV-1A34.5
avaient en commun le fait d’augmenter 'espérance de vie des modeles animaux. Ces
virus atténués, bien que ne présentant pas de signes d’encéphalite et montrant une
innocuité totale vis a vis du systéme nerveux (104), se sont avérés néanmoins trop
handicapés face a I'inhibition de la synthese protéique pour se multiplier efficacement et
détruire toutes les cellules cancéreuses (145).

Divers auteurs essayerent d’augmenter l'efficacité oncolytique des virus HSV-
1A34.5 de diverses fagons. Ainsi, ces virus furent injectés en association avec de la
chimiothérapie (3, 211), de la radiothérapie (4, 21, 102, 142), des inhibiteurs de la PKR
(108), ou furent modifiés pour exprimer I'IL-12 afin de stimuler linfiltration de
macrophages ou de cellules CD4+ et CD8+ dans la masse tumorale (79, 167) ou le GM-
CSF pour activer la différenciation des cellules dendritiques présentatrices d’antigenes
tumoraux (124). Le gene codant ICP34.5 étant présent en 2 exemplaires dans le génome
viral, une des tentatives pour augmenter la toxicité des virus HSV-1A34.5 consista a ne
supprimer qu’un seul des deux genes. Ce virus, également amélioré par une mutation de
la glycoprotéine B favorisant la formation de syncytia, montre une activité oncolytique
plus efficace sur un modele murin de xénogreffe de cancer du sein (87). Ce virus
malheureusement, retrouve aussi en partie sa neurovirulence et est de ce fait pénalisé
pour poursuivre vers un essai clinique (87). D’autre part, des virus HSV-1A34.5 furent
armés avec des genes thérapeutiques, tel que le CYP2B1, un activateur des précurseurs
de drogues anticancéreuses comme le cyclophosphamide et I'irinotecan (212).

Pour augmenter la spécificité du ciblage tumoral, les souches HSV-1A34.5 ont été
privées d'un second gene, UL39, codant la protéine ICP6, qui est une sous-unité de la
désoxyribonucléotide réductase (RR). Cette enzyme virale permet aux virus de disposer
d’'une quantité suffisante de désoxyribonucléotides pour la synthése de leur ADN. Ces
nucléotides se trouvent en quantité suffisante dans les cellules qui se multiplient
activement, telles que les cellules cancéreuses ou le virus peut se passer de la RR, mais
sont, par contre, en quantité insuffisante dans les cellules quiescentes. Des lors, les virus
ne synthétisant pas la RR se multiplient mieux dans les cellules tumorales en division
par rapport aux cellules saines quiescentes. Cette stratégie a été utilisée pour améliorer
la multiplication d’un virus doublement muté (HSV-1A34.5/AICP6), appelé G207, qui a
montré un effet oncolytique sur un modele de cancer de la prostate (169) et est
actuellement en phase clinique I-II pour le traitement du gliome (5). Un virus HSV-
1AICP6 montre de son coté un effet oncolytique sur un modele murin de xénogreffe de
cancer de 'ovaire. Néanmoins, les cellules tumorales qui ne se multiplient pas sont peu
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permissives a l'infection par ce virus, diminuant 'intérét de cet approche (157, 198). La
radiothérapie, en augmentant I'activité de la RR cellulaire pourrait améliorer la capacité
réplicative de ce virus (199). On peut noter ici que la radiothérapie augmente
I'expression des genes tardifs d’"HSV-1 via 'activation de la voie de signalisation p38. Ce
mécanisme permet d’augmenter I'expression des genes tardifs du virus HSV-1A34.5
pour lesquels la syntheése protéique est diminuée par rapport au virus sauvage (142).
Dans le méme registre, I'activation de la protéine GADD34, un homologue cellulaire
d’ICP34.5, par le cisplatine a montré un effet positif sur la capacité d’'un virus HSV-
1A34.5 a détruire des lignées de cellules de mésothéliome malin de la plevre (3).

Enfin, un virus de type HSV-1A34.5 a été I'objet d’'une deuxieme mutation, le
privant du gene codant la protéine ICP47. Cette protéine agit en bloquant la
présentation des antigenes par le CMH a la surface de la cellule infectée. Cette mutation
confere donc une plus grande immunogénicité a l'infection oncolytique. Ce méme virus,
mais exprimant en plus le GM-CSF, a montré un effet oncolytique et le développement
d’'une réponse immune anticancéreuse contre plusieurs modeles de cancer sur souris
immunocompétentes (124) et est actuellement en phase II pour le traitement du
meélanome meétastatique (190). Ce double mutant, HSV-1A34.5/AICP47, a également
montré une capacité de multiplication restaurée par rapport au virus HSV-1A34.5, qui
s’explique par un changement de cinétique de l'expression du gene Us11. En effet, la
suppression de 'ORF du gene Us12, codant pour ICP47, a placé le géne Us11 sous le
controle du promoteur précoce d’'Us12 (204). Ainsi, I'expression d’'Us11 devenant tres
précoce, elle empéche le blocage de la traduction provoquée par 'absence de la protéine
ICP34.5, en inhibant 'activation de la PKR avant qu’elle ne phosphoryle le facteur elF2a.
Ce virus, bien que possédant une capacité de réplication restaurée, conserve
I'atténuation de la neurovirulence propre aux HSV-1A34.5 (146). Ces virus retrouvent
également une résistance a l'interféron. Ce nouveau virus, HSV-1A34.5/AICP47, est
actuellement le virus HSV-1 oncolytique atténué qui semble le plus prometteur. Il
montre qu'il est possible d’augmenter les capacités de réplication d'un virus HSV-1A34.5
a I'aide d’'une seconde mutation, ainsi que l'intérét d’utiliser les fonctions virales avec
une cinétique différente de celle du virus sauvage (61).

La caractérisation des tumeurs permet d’expliquer en partie l'effet cytopathogéne
propre aux virus HSV-1A34.5 en fonction du type cellulaire infecté. Les virus délétés du
géne y34.5 ne peuvent inhiber l'activité de la PKR et ainsi empécher l'arrét de la
synthese protéique. Cependant, les cellules tumorales qui surexpriment la MAP kinase
(MEK) sont moins permissives a la réplication de ces virus mutés grace a I'inhibition de
la PKR par MEK (196, 216). De méme, des cellules cancéreuses surexprimant la PI3
kinase, montrent une permissivité accrue a I'infection par un virus HSV-1A34.5. En effet,
la PI3 kinase, en phosphorylant la protéine GSK-3, maintient l'activité du facteur
d’initiation de la traduction elF2a. L’activation, aussi bien que I'inhibition, de la voie de
signalisation Ras, n’ont pas d’effet sur la capacité de réplication d'un virus HSV-
1A34.5(187). Néanmoins, linhibition de la voie RAS dans des cellules NIH-3T3
augmente la multiplication d’HSV-1 sauvage de maniere dépendante de I'activité PKR
(58). Une autre étude montre qu’'un virus HSV-1A34.5 induit une mort par apoptose
indépendante de p53 dans différentes lignées chimio-résistantes de cellules du cancer
de I'ovaire (45).
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Les virus atténués, grace a leur tres faible toxicité, ont pu bénéficier d’expérimentations
poussées et servent a mettre en valeur différents parametres de l'infection oncolytique.
Bien que ne pouvant pas étre généralisés aux virus oncolytiques ciblés plus virulents, les
résultats de ces expériences fournissent des repéeres et des normes physiologiques dans
lesquelles l'infection oncolytique peut se dérouler. Ainsi, un virus HSV-1A34.5 en phase
clinique I pour traiter des métastases hépatiques du cancer du colon, a montré une faible
toxicité hépatique caractérisée par une faible augmentation sérique des enzymes
hépatiques et I'absence de signes cliniques relatifs. Ce virus, injecté dans l'artere
hépatique a tres forte dose, n'a pas montré de dissémination importante dans
I'organisme, démontrant 'avantage pharmacologique de cette voie d’injection grace a
I'efficacité de la clairance hépatique. Les auteurs ont également analysé les parametres
cardiaques, gastro-intestinaux, ou la présence de fievre et de maux de téte, pour
conclure que le traitement n’avait pas de conséquences dommageables pour I'organisme
(105). Plus précisément, dans le cas des HCC, une étude a montré I'efficacité du virus
G207 sur différentes lignées de cellules d’"HCC, en évaluant la réplication virale grace a
des courbes de croissance a faible multiplicité et la toxicité en dosant la fuite de LDH
(lactate déshydrogénase) dans le milieu extracellulaire. Ils concluent que les lignées
d’HCC HepG2 et Hep3B sont extrémement permissives a I'infection par G207 (93 et 83%
de cellules mortes a 7 jours post-infection (jpi) a une multiplicité d’infection de 0,1
particules par cellule). D’autres lignées d’HCC sont plus résistantes, voire ne subissent
aucune toxicité. Apres infection a m.o.i. 0,01, la charge virale était augmentée de 800 fois
dans les cellules Hep3B a 5jpi et de 10 fois a 7jpi a m.o.i. 0,1 pour les cellules HepG2
(197). En phase I, Le G207 a été testé en injection intratumorale de gliome a la dose de
3.10° pfu sans provoquer d’encéphalite (134).

Pour comprendre les limites d’utilisation des virus atténués en thérapie oncolytique, il
est intéressant de suivre l'’évolution du volume de la tumeur apres traitement
(indicateur du taux de mortalité des cellules tumorales) et, dans le méme temps, la
courbe de production virale qui indique la propagation du virus dans la masse tumorale
et par extension la nature de la mort cellulaire (apoptose, nécrose). L’étude de Chung et
collaborateurs montre I’évolution simultanée de ces deux parametres lors d’infection
avec un virus HSV-1 multidélété (HSV-1AICP0/A34.5/AUL55-56) testé pour la lyse de
xénogreffe d’'HCC (Huh7 et Hep3B) sur souris immunodéficientes. Comme lors
d’infection avec tout virus HSV-1 atténué, la progression du volume de la tumeur est
ralentie par rapport a la tumeur infectée mais néanmoins le volume continue de
progresser jusqu’a l'euthanasie de I'animal. Au cours de cette expérience, on observe
que le virus atténué s’amplifie faiblement dans la masse tumorale et, a partir du 7¢me
jour, la cinétique de réplication dans la tumeur s’inverse pour atteindre un titre de virus
inférieur a celui qui a servit a I'inoculation (39). L'infection par les virus HSV-1 atténués,
a plus forte raison s’ils expriment des transgenes cytotoxiques, est une infection limitée
par les réponses antivirales non réprimées. Par conséquent, elle se développe
probablement moins longtemps et permet une production de virus moins importante
que l'infection avec un virus sauvage.

Parmi les fonctions virales utilisées pour contrer la réponse antivirale cellulaire, les
fonctions anti-apoptotiques retardent la progression de I'apoptose induite par I'infection
et permettent au virus d’augmenter sa production (109). Certaines cellules cancéreuses
conservent la propriété d’induire I'apoptose et ainsi de diminuer la production d’un
virus déficient en fonction anti-apoptotique (45). Un virus HSV-1AUs3 a été testé sur
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xénogreffe de gliome de souris athymiques (127). La progression de la tumeur est
ralentie avec le virus HSV-1AUs3 mais continue néanmoins de progresser. Les auteurs
soulignent deux points positifs : le virus HSV-1AUs3 est str pour la santé de I'animal
traité et les cellules de la tumeur infectée sont sensibilisées a la mort apoptotique
induite par un inhibiteur de la voie PI3 kinase-Akt. La perte d’Us3 confere donc une
spécificité tumorale a I'infection HSV-1, essentiellement en évitant I'infection des tissus
sains mais réduit ses capacités de réplication. En conclusion, la protéine Us3 est
nécessaire dans ce contexte pour augmenter 'effet oncolytique du virus HSV-1.

D’apres ces différents résultats, on peut considérer que les virus atténués ne répriment
pas suffisamment les réponses antivirales persistantes dans les cellules cancéreuses, ce
qui entraine une diminution de la production de virus par cellule infectée. Les premieres
cellules infectées meurent, faisant ralentir la croissance tumorale. Cependant, la
production de virus étant insuffisante, la croissance tumorale reprend ensuite. Au
regard des résultats expérimentaux obtenus avec les différents virus HSV-1 atténués, il
apparait qu’aucun gene HSV-1 ne peut étre supprimé sans rendre cliniquement
inintéressante son utilisation en tant qu’agent oncolytique (125).

Le génotypage des tumeurs permet de mettre en évidence la sur- ou sous-expression de
protéines impliquées dans les réponses cellulaires a I'infection HSV-1. Bien que ces virus
atténués conservent I'avantage d’étre strs pour I'organisme, leur manque d’efficacité et,
par conséquence, leur association quasi systématique a la chimiothérapie ou a la
radiothérapie qui provoquent effets secondaires et résistances, appelle a la mise au
point d’autres stratégies oncolytiques pour que les virus HSV-1 acquierent une place
dans les traitements anticancéreux. Des virus oncolytiques plus agressifs vis a vis de la
tumeur, mais strictement ciblés, devraient permettre de détruire I'’ensemble des cellules
cancéreuses sans infecter ou se multiplier dans les cellules saines, permettant d’éviter
ainsi des traitements anticancéreux classiques.

C. Virus HSV-1 oncolytiques ciblés

Le tropisme d'un virus se joue au niveau de chaque interaction entre protéines
cellulaires et protéines virales. Le ciblage d'un virus peut avoir lieu au niveau de la
pénétration, de l'expression génique, ou de la réplication du génome, et plusieurs
équipes travaillent actuellement sur ces différentes voies. Dans la mesure ou mon travail
de thése est centré sur le ciblage transcriptionel du virus oncolytique, ce chapitre
détaillera les concepts et les expériences relatifs a ce type de ciblage.

Les virus HSV-1A34.5 ayant montré une activité oncolytique prometteuse, le gene 34.5
fut le premier gene HSV-1 ciblé. Le clonage de ce gene sous le controle du promoteur B-
myb, introduit dans un génome d’HSV-1 délété des genes 34.5 et ICP6, a permis
d’augmenter la production de virions par rapport a celle du génome parental dans des
cellules de gliomes. La production est supérieure a celle du virus A34.5. Le promoteur
cellulaire B-myb est un promoteur régulé par le cycle cellulaire et activé dans les cellules
en division. La LD50 (dose entrainant la mort dans 50% des cas) apres injection
intracraniale des souris est équivalente a celle du virus HSV-1A34.5 a 107 particules,
mais cette activité confere au virus Myb34.5 une réplication différentielle plus ample
entre fibroblastes quiescents et en division que pour le virus délété. L’effet oncolytique
in vivo est semblable pour ces deux virus (38). Sur un modele de métastase diffuse du
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foie, le virus Myb34.5 montre une augmentation de 'espérance de vie des souris, une
toxicité équivalente a celle du virus A34.5 et un titre dans les tumeurs équivalent au
virus HSV-1 sauvage. Au dela, le virus a été retrouvé de maniere transitoire dans les 3
premiers jours post infection dans les tissus sains de la rate et du foie apres injection
intraportale (155).

Pour augmenter la spécificité tumorale, un virus similaire, doublement délété des
genes 34.5 et ICP6, a été construit en ciblant 'expression d’ICP34.5 avec le promoteur
du gene nestin, actif spécifiquement dans les gliomes. L’expression spécifique dans les
gliomes de la protéine nestin a été testée par RT-PCR. La réexpression de ICP34.5 sous
controle de ce promoteur a permis d’élargir le champ d’activité oncolytique a des
gliomes ne surexprimant pas la MAPK. Ce virus a permis aussi d’augmenter I’espérance
de vie chez des souris montrant déja des signes cliniques diis a la progression de la
tumeur (94). Ces virus ont une expression ciblée de 34.5 qui augmente I'oncolyse tout en
maintenant une cytotoxicité acceptable. Néanmoins, le fait que ce virus soit doublement
muté entraine aussi un certain degré d’atténuation. Le ciblage de I'expression d’'un gene
associé a la délétion d'un autre gene produit un effet oncolytique intermédiaire entre
celui du virus doublement déléte et celui du virus sauvage. La maitrise de la cytotoxicité
est obtenue grace a l'atténuation et au ciblage transcriptionel. Ces virus, en étude
préclinique, montrent de tres intéressantes diminutions de la croissance tumorale mais
néanmoins les animaux traités meurent des conséquences de 'augmentation du volume
de la tumeur.

Un virus pour lequel la transcription d’ICP4 est régulée par un promoteur
répondant a une activation de la voie de signalisation Wnt/pB-catenin permet de
stabiliser la taille d’'une tumeur colorectale surexprimant cette voie (110). L’effet
oncolytique est alors comparable a celui obtenu par un virus AICP6. L’effet oncolytique
est perdu si la voie de signalisation Wnt/f-catenin n’est pas suffisamment activée. Les
auteurs montrent une variation de la synthése d’ICP4, en fonction du degré d’activation
de la voie Wnt/p-catenin, qui se traduit par une plus ou moins forte capacité de
réplication. Cette étude confirme l'efficacité du ciblage transcriptionel et montre que
'effet lytique est dépendant de la quantité de la protéine virale ciblée. Sur le méme
schéma, un promoteur artificiel construit pour répondre a la voie de signalisation Ras a
également été validé comme promoteur de ciblage en montrant, dans le génome HSV-1,
une activité spécifique des situations de surexpression de Ras. Ces promoteurs artificiels
sont qualifiés de « Signal Smart» car ils répondent précisément a la biochimie de
signalisation active dans la cellule tumorale infectée. Les genes Ras et Wnt/f-catenin
sont des proto-oncogénes dont on peut supposer une activation uniforme au sein de la
tumeur et par conséquent une lyse de I'ensemble des cellules tumorales par le virus
ciblé. Un autre promoteur inductible artificiel, composé d’éléments de réponse a
I'hypoxie (promoteur HRE: hypoxia reponsive element) qui lient le facteur de
transcription induit par ’hypoxie HIF (hypoxia inducible factor) a été utilisé pour cibler
I'expression de la protéine ICP6. La transfection des cellules de tumeurs de carcinome
du colon avec un plasmide exprimant le gene ICP6 sous contréle de 10 motifs HRE
amplifie 'activité lytique d’un virus HSV-1AICP34.5/AICP6 (177).

Les promoteurs cellulaires, sélectionnés sur base de leur activité
transcriptionelle, sont des promoteurs qui peuvent ne pas étre actifs dans toutes les
tumeurs, voire dans toutes les cellules d’'une méme tumeur. Ainsi, le promoteur de la
télomerase, hTERT, n’est réactivé au début du processus de cancérogénése que dans 3%
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des cellules d’"HCC non différenciés, mais également dans 0,2% des hépatocytes lors
d’'une hépatite chronique, ce qui limite l'utilisation de ce promoteur en dehors des
phases précoces du HCC et des cas fréquents de pathologies hépatiques chroniques
environnant la tumeur (103). La réactivation du promoteur AFP (Alpha Foeto Protein)
dans les hépatomes, résulte d'une compétition entre la protéine inhibitrice ATBF1 et le
facteur HNF1 au niveau d’un site de liaison commun dans I'’enhancer (112). Elle est donc
une conséquence du métabolisme cancéreux et, de méme que pour hTERT, n’est pas
présente dans tous les HCC (210). Les cellules prénéoplastiques d’HCC peuvent
également réactiver AFP. Par ailleurs, I'hypoxie, qui peut apparaitre dans les tissus
tumoraux mal irrigués, est une condition qui peut réprimer l'activité du promoteur AFP
(138). Un promoteur artificiel formé par un promoteur AFP et des éléments HRE, et qui
posseéde une activité promotrice aussi bien en normoxie qu’en hypoxie, peut résoudre
cette situation (84). Il est intéressant, dans le cas du traitement des HCC, de posséder
une alternative au promoteur AFP dans le cas des HCC AFP négatifs, comme celle offerte
par le promoteur du gene Midkine (210) ou celui de '’ANGPTL-3. Les promoteurs
cellulaires, bien que possédant des qualités limitées, peuvent se révéler tres intéressants
si on personnalise le traitement jusqu'a extraire le promoteur actif de la tumeur a
traiter. Dans ce sens, I'observation de polymorphismes d'un seul nucléotide dans le
promoteur AFP a permis d’isoler 3 phénotypes différents d’"HCC : un taux élevé d’AFP
sérique, un risque élevé de développement du HCC, ou une association de ces deux
parametres (37). L'’étude de Tanabe et collaborateurs (153) expose clairement les
étapes élémentaires qui permettent de valider I'utilisation d’'un promoteur cellulaire
pour cibler la réplication virale. Différentes séquences régulatrices issues du promoteur
du géne CEA (antigene carcino-embryonaire) ont été clonées en amont du gene
rapporteur luciférase et les plasmides ont été transfectés dans différentes lignées
cellulaires de carcinome du colon exprimant le CEA en différentes quantités. Les
hépatocytes sont utilisés comme controle CEA négatifs. Les auteurs ont choisi le
promoteur montrant la plus faible activité transcriptionelle dans les hépatocytes afin de
favoriser la spécificité tumorale. Ce promoteur a été utilisé pour cibler I'expression des
genes ICP34.5 ou ICP4 dans un virus HSV-1AICP6. Contrairement a ce qui pouvait étre
attendu, le virus CEA-ICP4/AICP6 est incapable de se répliquer dans 2/3 des cellules
exprimant un fort niveau de CEA, de méme que le virus AICP4 mais contrairement au
virus AICP6, qui maintient une réplication presque équivalente dans toutes les lignées, y
compris la lignée contréle VERO. Le virus CEA-ICP34.5 se réplique a un taux équivalent
aux virus A34.5/AICP6 et AICP6.

La méme équipe est parvenue a obtenir un virus ayant une différence de
réplication d'un facteur 10 entre deux lignées de cellules exprimant faiblement ou
fortement 'antigéne associé aux tumeurs MUC1/DF3 (97). En utilisant un virus délété
du géne de TK, ils ont ciblé I'expression du gene 34.5 en le mettant sous la dépendance
du promoteur MUC1/DF3. Ce virus montre une activité cytotoxique plus importante que
le virus sauvage, et identique au virus AICP6, dans les lignées cellulaires exprimant
MUC1/DF3 par rapport aux lignées de cellules cancéreuses ou VERO n’exprimant pas
MUC1/DF3. Les xénogreffes de cellules positives pour MUC1/DF3 ont une croissance
réduite apres infection par le virus HSV-1ATK/MUC1/DF3-34.5. Une étude in vivo de ce
virus (97) sur un modele de xénogreffe sur souris athymique de carcinome du colon
montre une réduction du volume de la tumeur exprimant MUC1/DF3 plus importante
que celle obtenue avec les virus controles ATK ou AICP34.5/AICP6. Dans les tumeurs
n’exprimant pas MUC1/DF3, le virus ATK permet de stabiliser la croissance tumorale.
Néanmoins, la présence du géne TK est une sécurité nécessaire pour controler la
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propagation du virus HSV-1 car elle permet d’utiliser les drogues antivirales du type
Acyclovir. En l'absence de stratégie de ciblage siire, dans aucune stratégie
thérapeutique, il n’est envisagé d’utiliser un virus HSV-1ATK. Ces résultats montrent la
possibilité d’adapter les capacités réplicatives et lytiques d’'HSV-1 a un type cellulaire
particulier. L’absence du controle négatif ATK/AICP34.5 ne permet pas de conclure a
I'avantage du ciblage par rapport a la délétion d'ICP34.5 seule. Enfin, en ce qui concerne
les promoteurs cellulaires, on peut ajouter que la méthylation aberrante des séquences
régulatrices dans les cellules tumorales peut étre responsable de leur réactivation.
L’utilisation de tels promoteurs offre aussi des possibilités pour le ciblage des HSV-1
oncolytiques (232).

Une stratégie alternative tres intéressante et qui a donné des bons résultats est celle qui
consiste a utiliser les promoteurs spécifiques de tumeur dans un systéeme oncolytique de
type amplicon - virus auxiliaire. L'inoculation de vecteurs défectifs de type amplicon
exprimant la protéine essentielle ICP4 sous le controle d’'un promoteur spécifique du
cancer de la prostate permet la multiplication par complémentation d’'un virus non
réplicatif défectif pour ICP4 dans les cellules de cancer de la prostate. Le ciblage est
obtenu par l'activité spécifique du promoteur et également de maniere physique par
'injection localisée des amplicons. En effet, ce dernier ne se multipliant pas, 'expression
de la protéine ICP4 et donc de l'infection est limitée au site d’injection intratumorale
(115).

De nombreuses étapes du cycle de réplication virale sont sujettes a des variations entre
individus et au sein d'un méme individu. Du fait de la plasticité de son interactome (et de
sa complexité), la variation au niveau de la transcription a un effet limité sur I'effet
oncolytique. Inversement, cette variation doit probablement rester a l'intérieur de
certaines limites pour ne pas handicaper le cycle de multiplication virale. La variation
d’efficacité au niveau de la transcription est dépendante principalement de la nature du
promoteur et du bruit de fond génétique de la souche virale utilisée, mais également du
type cellulaire et de la présence ou non de facteurs de transcription a un moment donné
du cycle. Le ciblage transcriptionel des génes HSV-1 nécessite une analyse des
parametres de l'activité des promoteurs qui contrdlent ces génes et notamment de leur
force et de leur cinétique. La quantité de certaines protéines virales est susceptible
d’influencer la réplication et la production de virus HSV-1 ciblés (110). La sensibilité et
la spécificité du mode de sélection des promoteurs sont donc trés importantes. En effet,
si la présence d’AFP sérique est observée dans 70% des HCC, les analyses par Northern
blot détectent beaucoup moins fréquemment les ARNm d’AFP (210). Une étude portant
sur la sélection de promoteurs cellulaires spécifiques des cellules de gliome utilise la RT-
gPCR et le systeme luciférase (68). Les promoteurs ainsi sélectionnés montrent un
nombre de copies de transcrits correspondants plus élevé dans les cellules de gliome
que dans les fibroblastes. Ces promoteurs ont été clonés en amont de la luciférase dans
un plasmide ou dans une région intergénique du génome HSV-1. Les auteurs observent
que l'activité des promoteurs est moins forte dans le contexte viral que dans le contexte
plasmidique, probablement en raison d’une inhibition de l'activité des facteurs de
transcription cellulaires par l'infection HSV-1. Une analyse des facteurs de transcription
cellulaires et viraux participant a la régulation des promoteurs cellulaires clonés dans le
génome HSV-1 est donc nécessaire pour comprendre et améliorer la sélection des
promoteurs de ciblage. Dans ce sens, I'étude des variations de 'expression génique
cellulaire et I'activation des voies de signalisation engendrées par 'infection HSV-1 peut
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apporter un complément d’information permettant de restreindre la choix des
promoteurs cellulaires ou de décider de la construction des promoteurs artificiels (128,
133, 186).

Enfin, pour augmenter I'efficacité des promoteurs de ciblage, il peut étre suggéré
que leur activité mime celles des promoteurs viraux dans les cellules tumorales en
terme de cinétique d’activation et d’activité maximale. En effet, si on admet que I'effet
cytopathogene maximale est obtenu avec le promoteur sélectionné par HSV-1 au cours
de son évolution, le promoteur cellulaire utilisé pour le ciblage devra reproduire au
mieux la forme de 'activité du promoteur viral dans les cellules tumorales. Le choix du
géne viral a cibler dépendra de sa fonction et peut étre rationalisé sur la base de
'activité des promoteurs cellulaires disponibles. Dans ce sens une étude préalable a
caractérisé la cinétique de promoteurs tardifs et tres précoces d’'HSV-1 dans des cellules
tumorales en utilisant le systéme luciférase. Les résultats de ce travail montrent que le
systeme luciférase est particulierement efficace pour étudier au moins deux étapes du
processus infectieux : l'infection proprement dite, avec le début de l'expression des
genes tres précoces, et la réplication de I’ADN, avec l'expression des genes tardifs. Ils
suggerent également que les promoteurs a activité tardive sont préférables aux
promoteurs a activité treés précoce pour controler I'expression de genes thérapeutiques
(100). Un important effort de modélisation reste a fournir pour rationaliser 'utilisation
des promoteurs de ciblage.

Au regard de l'évolution des différentes thérapies anticancéreuses, la résistance
tumorale vis a vis de I'infection est un phénomene qui doit étre pris en considération dés
maintenant dans I’élaboration des essais cliniques et précliniques de virus oncolytiques.
La résistance a l'infection oncolytique est une notion complexe et encore fragile qui
concerne la limitation de la propagation du virus dans la masse tumorale par des
barrieres mécaniques, l'inhibition de la réplication par les fonctions cellulaires, la
clairance hépatique et la réponse immune antivirale. Au niveau cellulaire, la
susceptibilité de certains types cellulaires a I'infection HSV-1 (permissivité) peut limiter
également la multiplication et la dissémination du virus. Les études menées sur de
nombreux types de cancer ont permis d’isoler une sous population de cellules dont les
caractéristiques ont conduit a 1’élaboration de la théorie des cellules souches
cancéreuses (CSC). Par définition, les CSC partagent des caractéristiques des cellules
souches normales. Les CSC expriment ainsi des genes de résistance aux chimiothérapies
et a I'irradiation ainsi qu’un potentiel de différentiation. Le terme de cellules initiatrices
de cancer (CIC), moins controversé, a été récemment proposé en remplacement du
terme de CSC. Si aucune donnée ne permet d’affirmer que ces cellules sont a I'origine de
la tumeur primaire, les expériences qui les ont révélés suggerent que leur résistance
naturelle forte joue un réle dans la réapparition des tumeurs apres traitement. Dans le
cas du gliome, cette sous-population cellulaire est caractérisée par I'expression du
marqueur CD133, de la protéine nestine, par un potentiel de différentiation et une
tumorigénicité évalués par xénogreffe orthotopique sur souris immunodéficientes
(222), ainsi que par des mécanismes suractivés de réparation de '’ADN. Ces CIC de
gliome supportent difféeremment I'infection par les virus HSV-1 oncolytiques avec, par
ordre décroissant d’efficacité lytique, le virus HSV-1 sauvage suivi du virus atténué
G207. La réponse interféron particulierement forte et efficace des CIC pourrait étre une
caractéristique unique de ces cellules au sein de la masse tumorale. Un traitement a
I'interféron f3 inhibe 99,99% de la réplication du virus nestin-34.5 dans des cultures de
CIC par rapport a la réplication de ce virus dans des lignées de cellules de gliome (163).
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Néanmoins, parce que les virus ne sont pas sensibles aux mécanismes responsables des
résistances aux chimiothérapies et a l'irradiation, ils sont potentiellement des outils
efficaces pour détruire les CIC.

Enfin, il convient de noter une méthode de ciblage post-transcriptionel potentiellement
tres intéressante, qui consiste a insérer une séquence cible d'un miRNA spécifique de
tissu au niveau de la séquence d'un gene viral essentiel. ’ARNm de ce gene sera détruit
dans les cellules exprimant le miRNA et le virus ne pourra pas s’y multiplier. Les cellules
n’exprimant pas ou peu le miRNA, par contre, seront permissives a l'infection. Il s’agit
dans ce cas d’une stratégie dite de « detargeting » dans la mesure ou elle empéche la
multiplication virale dans tout tissu sain qui exprime ce miRNA. Ce miRNA étant réprimé
dans la tumeur, le virus pourra se répliquer et détruire les cellules cancéreuses. Une
preuve de concept a été établie avec le ciblage de I'expression du géne codant pour ICP4
par I'addition de copies de séquences cibles de miR-143 ou de miR-145 dans I'extrémité
3’ de 'ARNm du gene viral. Ces miRNA s’expriment naturellement dans la plupart des
tissus sains mais pas dans les cellules de cancer de la prostate. Les auteurs ont montré
que, suite a I'implantation d’'une tumeur de prostate dans des souris athymiques, la
surinfection avec le virus portant le gene ICP4 ainsi modifié reste localisée dans le tissu
tumoral et ne se dissémine pas dans les tissus sains (116).

Rechercher I'équilibre entre toxicité et spécificité est le défi de la virothérapie
oncolytique. Le concours de plusieurs méthodes de ciblage et de plusieurs genes a cibler
semble aujourd’hui une voie possible pour atteindre cet objectif. Le modele de l'infection
oncolytique n’est pas encore suffisamment détaillé pour permettre de prédire le ou les
génes HSV-1 a cibler. L'infection des modeles tumoraux avec les virus oncolytiques
prototypes reste la seule méthode qui permettra de valider les couples genes viraux-
promoteurs de ciblage les plus adéquats.
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Objectifs de mon travail de these. Le projet THOVLEN.

L’objectif central de mon travail de thése a été de contribuer au développement de
vecteurs HSV-1 oncolytiques, ciblés au niveau transcriptionel, pour le traitement des
hépatocarcinomes (HCC). La totalité de ce travail s’inscrit dans le cadre d’un vaste projet
européen dénommé THOVLEN (Targeted Herpesvirus Oncolytic Vectors for Liver cancer
European Network). Ce projet, auquel ont participé 7 laboratoires européens depuis
janvier 2006 jusqu’en juin 2009, avait pour objet d’explorer différentes voies de ciblage
d’'un virus HSV-1 oncolytique, afin de permettre a ces virus de déployer une toxicité
sélective pour les HCC, tout en épargnant les hépatocytes et d’autres cellules normales.
Ce projet se divisait en 3 chapitres ou "workpackages", pour utiliser les termes des
projets européens.

Le premier chapitre avait pour but de développer une étude systémique
comparative, au niveau du protéome et du transcriptome, des cellules d’'HCC et des
hépatocytes sains, infectées ou non par des HSV-1 compétents pour la réplication. La
finalité de cette étude était double. Il s’agissait, d’'une part, d’identifier des modifications
dans le profil d’expression des protéines cellulaires, et du métabolisme cellulaire,
induites par l'infection par un HSV-1 réplicatif, et d’autre part, de concevoir et de
produire un virus oncolytique, pouvant exploiter rationnellement ces modifications.
Ainsi, par exemple, cette étude protéomique nous a permis de montrer que I’'HSV-1
induisait 'activation de nombreuses protéines cellulaires, ainsi que des modifications au
niveau de la régulation des processus apoptotiques dans les HCC. Cette observation a été
utilisée par la suite pour générer des virus oncolytiques modulant 'apoptose dans les
cellules d’hépatome, de maniere a permettre au virus oncolytique d’accomplir son cycle
seulement dans ces cellules et de se disséminer au sein de la tumeur.

Le deuxiéme aspect de ce premier chapitre était d’identifier, via une approche
transcriptomique, des promoteurs cellulaires spécifiquement actifs dans les cellules
HCC, mais pas dans les hépatocytes, et susceptibles de rester actifs ou d’étre activés,
apres infection par un HSV-1 réplicatif, voire aprés clonage de ces promoteurs dans le
génome du virus oncolytique lui-méme. Cette stratégie était nécessaire pour notre
programme, car il est bien connu que l'infection par HSV-1 s’accompagne de I'inhibition
de la plupart des promoteurs cellulaires, suite a la répression de la synthese ou a la
dégradation de facteurs de transcription cellulaires. Ainsi, nous avons étudié plusieurs
promoteurs susceptibles de présenter ces critéres, et nous en avons identifié d’autres
pendant ce projet, ce qui sera développé dans le corpus de mon travail de these.

Le deuxiéme chapitre de THOVLEN a été la construction, la production et
I’évaluation, en culture de cellules, de différents types de virus HSV-1 recombinants,
congus pour explorer différentes stratégies de ciblage de la multiplication et de la
dissémination oncolytique. Au moins trois niveaux de ciblage sont possibles et ont été
étudiés au cours de ce programme : (i) le ciblage au niveau de la pénétration du virus,
par modification des glycoprotéines virales de surface, (ii) le ciblage transcriptionel, ou
un gene viral est mis sous le contréle d'un promoteur spécifique de cancer, et plus
particulierement de promoteurs actifs dans des HCC, et (iii) le ciblage post-
transcriptionel, par lintroduction dans la région 3’ UTR d’'un ARNm viral, d’'une
séquence cible d'un miRNA spécifique d’un type cellulaire, capable donc d’induire la
destruction ou l'inhibition de la traduction de cet ARNm dans les cellules non ciblées.
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Alors que la premiere et la troisiéme stratégie de ciblage ont été développées
surtout par d’autres équipes du réseau THOVLEN , mon travail de thése a consisté donc
a explorer les possibilités de ciblage au niveau de la transcription. Pour ce faire, j'ai
construit une série de virus HSV-1 recombinants, réplicatifs ou défectifs, dans lesquels
j'ai introduit un geéne rapporteur (la luciférase de luciole) sous contrdle de différents
promoteurs, et j’ai étudié l'intensité et la cinétique d’expression de la luciférase dans
différents types cellulaires. Certains promoteurs que nous avons choisi pour cette étude
sont actifs dans plusieurs types de cellules cancéreuses (promoteur de la sous-unité
transcriptase reverse de la télomerase hTERT et promoteur 9xHRE, spécifiquement
activé dans des conditions d’hypoxie), d’autres promoteurs sont spécifiques de cellules
en prolifération active (E2F1), ou ont été décrits comme étant actifs au moins dans
certaines lignées d’'HCC (promoteur AFP). D’autres promoteurs, enfin, ont été identifiés
dans le premier chapitre de THOVLEN, par l'approche transcriptomique décrite plus
haut. Parmi eux, les promoteurs de I'angiopoiétine-like de type 3 (ANGPTL3), de I'alcool
déhydrogenase de type 6 (ADH6), et de l'apolipoprotéine B (ApoB). En tant que
contrbles, nous avons utilisé les promoteurs du gene tres précoce du virus
cytomégalique humain (hCMV), ainsi que le promoteur d’'un gene précoce d’'HSV-1, le
promoteur du gene Us3. Les différentes cassettes de transcription promoteur-
luciférase ont été introduites dans une région intergénique du virus HSV-1, toujours
dans la méme orientation. Nous avons ensuite étudié leur activité et leur cinétique dans
des cellules d’hépatome, dans des lignées cellulaires en provenance d’autres cancers,
dans des cellules non tumorales et, enfin, dans des hépatocytes primaires humains.

Dans la deuxieme étape de mon travail de these, nous avons choisi deux de ces
promoteurs, ANGPTL3 et 9xHRE, et nous les avons séparément placés en amont du gene
viral Us3, dans le contexte d’'un génome viral dans lequel nous avions préalablement
délété le geéne Us3. La finalité de cette approche est de construire un virus
potentiellement oncolytique en utilisant le ciblage de ce gene au niveau de la
transcription. Le gene Us3 a été choisi parce que, tel qu'il a été exposé au début de ce
document, il semble jouer un role particulierement important dans la capacité d’"HSV-1 a
inhiber I'apoptose induite par l'infection virale. En plagant donc ce gene sous le contréle
d’un promoteur qui ne s’exprime fortement que dans les cellules d’"HCC, nous cherchions
a inhiber l'apoptose spécifiquement dans ces cellules, permettant donc au virus
d’accomplir son cycle et se disséminer. Dans les hépatocytes, par contre, le fait qu'Us3 ne
s’exprime pas, devrait conduire a une expression non modulée du phénotype pro-
apoptotique, provoquant la mort précoce de la cellule infectée et l'arrét de la
multiplication virale.

Enfin, le troisiéme chapitre de THOVLEN avait pour but d’évaluer un groupe
réduit de virus recombinants construits par moi-méme ou par d’autres partenaires de
THOVLEN, dans des modeles animaux d’"HCC, afin de tester leur expression, leur toxicité
et leur pouvoir oncolytique in vivo.

Ma contribution au travail de ce réseau a donc été essentielle pour la réalisation
du deuxieme chapitre du programme, a savoir 'analyse de I'expression des différents
promoteurs a partir du génome viral et la construction d’'un virus potentiellement
oncolytique en utilisant certains de ces promoteurs pour cibler I'expression du gene
Us3. J'ai également participé, bien que de maniére moins importante, aux chapitres
premier (identification de promoteurs) et dernier (évaluation in vivo de l'activité de ces
promoteurs, exprimés a partir du génome viral).
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MATERIEL ET METHODES

1. Cellules

Toutes les cellules sont adhérentes. Les lignées de cellules VERO (cellules épithéliales de
rein de singe vert d’Afrique), VERO7b (cellules VERO exprimant constitutivement le
geéne viral ICP4), HeLa (cellules épithéliales humaines d’adénocarcinome du col de
I'utérus), Gli36 (gliome malin humain), HepG2 (hépatoblastome humain), Hep3B
(hépatocarcinome humain), HepaRG (lignée établie dérivée d’hépatome différencié de
grade I) (73) et WRL68 (lignée établie de cellules épithéliales de foie embryonnaire
humain) sont cultivées dans du milieu DMEM + 4,5g de glucose/L (sans pyruvate)
supplémenté par 10% de SFVI (sérum feetal de veau inactivé) et 1% pénicilline-
streptomycine a 37°C sous 5% de CO2. La lignée de cellule Huh7 (hépatocarcinome
humain) est entretenue dans les mémes conditions, mais le milieu DMEM est
complémenté en pyruvate (110mg/L).

2. Virus

Nous avons utilisé la souche réplicative HSV-1-Glasgow17+/Cgal+ (notée Cgal+),
exprimant le géne de la $-galactosidase sous controle du promoteur hCMV a partir de la
région intergénique 52 (IGR52) (171), et la souche non réplicative HSV-1-D30EBA
(notée D30EBA), dérivée de la souche Glasgow17+ mais n’exprimant pas la protéine
ICP4 (171). Le vecteur BAC-HSV-1, contenant le génome complet de la souche HSV-1
Glasgow 17+, nous a été offert généreusement par Dr. David Leib (66). La souche Cgal+
et les virus recombinants dérivés de cette souche ont été produit et titrés sur les cellules
VERO. Le virus D30EBA et les virus recombinants dérivés de cette souche ont été
produits et titrés avec les cellules VERO7b (91).

3. Infection avec les virus HSV-1

Les cellules sont ensemencées dans des boites de culture et cultivées dans du milieu
DMEM jusqu'a confluence. Les cellules sont alors infectées pendant 2 heures par
I'inoculum viral a différentes multiplicités d’infection (m.o.i.) puis elles sont lavées une
fois avec du PBS avant d’étre recouvertes par du milieu (M199 contenant 1% de SFVI) et
incubées a 34°C sous 5% de COz jusqu'a I'arrét de 'infection. L’infection est arrétée a des
temps différents, en fonction des tests qui seront réalisés. Pour les titrages et les tests
luciférase, les cellules sont prélevées par grattage dans 1 ml de milieu de culture puis
congelées a - 80°C. Pour les Western blots, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS
froid avant d’étre prélevées par grattage.

4. Promoteurs et plasmides

Le plasmide pGl3basic (Promega) contient I'ORF de la luciférase de luciole en aval d’'un
site de clonage multiple, sans promoteur. Il a été utilisé pour introduire différents
promoteurs générant ainsi les plasmides d’expression de la luciférase. Le promoteur de
I'a-foetoprotéine (AFP) correspond a la séquence enhancer et la séquence promotrice
contenant la boite TATA. La séquence enhancer correspond a un fragment de 408pb
(HindIII-Haelll) situé entre -3,7 et -3,3 kb dans la région 5’ du géne AFP, tel que défini
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par Watanabe et collaborateurs (225). La séquence promotrice correspond au fragment
de 168pb (Sacl-Ncol) situé 44pb en amont de I'ORF du géne AFP. La séquence enhancer
est clonée dans son orientation inverse. Le fragment enhancer-promoter AFP (Nhel-
Ncol) (1000pb) est cloné dans le site HindIII du plasmide pGl3 basic, en amont de 'ORF
de la luciférase pour obtenir le plasmide d’expression pGl3 AFP. Un fragment de 269pb
du promoteur E2F1 a été obtenu par PCR a partir du plasmide pSEHE2F (80) grace a
l'utilisation des primers 5° TACTGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGGGATGGTACCATCC-
GGACAAAGCC-3’ et 5’-TAAGTATTTAAATGGCGAGGGCTCGATCCCGC-3". 1l a ensuite été
cloné dans le site HindIII du plasmide pGl3 basic pour obtenir le plasmide d’expression
pGl3 E2F1. Le promoteur hTERT est obtenu a partir du plasmide pBT-SE (82) par
digestion avec les enzymes de restriction Kpnl et HindlIII puis cloné dans le site HindIII
de pGl3 basic pour obtenir le plasmide d’expression pGl3 hTERT. Le promoteur utilisé
pour augmenter l'expression génique dans les conditions d’hypoxie est constitué de 9
unités HRE (hypoxia responsive element) de séquence
TCGACCACAGTGCATACGTGGGCTCCAACAGGTCCTCTTC clonées bout a bout en amont du
promoteur de la prolactine de rat. La cassette est clonée dans le site HindIII du plasmide
pGl3 basic pour obtenir le plasmide d’expression pGl3 9xHRE. Le promoteur hCMV
provient du plasmide commercial pCMV-GLuc Control (New England Biolabs). Le
promoteur est cloné dans le site HindIll du plasmide pGl3 basic, pour obtenir le
plasmide d’expresion pGl3 hCMV. Les promoteurs ANGPTL3 et ADH6 ont été clonés et
utilisés pour construire les plasmides pGl3 ANGPTL3 et pGl3 ADH6 comme indiqué
dans I'article 1 en annexe.

Le plasmide de recombinaison pIGR20 a été construit dans I'équipe du Pr.
Roberto Manservigi a I'Université de Ferrara (Italie). La séquence correspondant a la
région intergénique 20 (IGR20), située entre les ORF des génes UL26 et UL27 d’"HSV-1, a
été obtenue par digestion de I’ADN viral du virus Cgal+ par les enzymes Notl et BamHI.
Le fragment correspondant a I'lGR20 a été cloné dans le plasmide commercial pBSK. Un
fragment contenant le site polyA du géne UL24 (GAATTCATCGATTTAATTAAGAT-
ATCACTAGT) suivi d'un poly-linker contenant notamment un site Pacl et un site EcoRYV,
a été synthétisé par PCR puis inséré par recombinaison homologue immédiatement en
amont du site polyA du gene UL27, générant ainsi le plasmide de recombinaison pIGR20.
La cassette de transcription hCMV GFP a été clonée dans le site Pacl de pIGR20 (dans la
région IGR20) pour obtenir le plasmide pIGR20 GFP, exprimant la GFP sous le contrdle
de hCMV. Les cassettes d’expression de la luciférase sous le contréle des différents
promoteurs décrits plus haut, ont été extraits des plasmides d’expression pGl3 par
digestion Bglll et BamHI puis clonés dans le sens 3’-5’ dans le site EcoRV du plasmide de
recombinaison pIGR20. Ces plasmides s’intitulent pIGR20 promoteur Luc (ex : pIGR20
AFP Luc). Le promoteur Us3 a été synthétisé par PCR a partir de 'ADN viral Cgal+. Le
fragment -200 a -1 a été obtenu avec le primer sens Bglll 5'-
TTAATCCAGATCTTAAAAATTTAAGGGCCCTACG-3’ et le primer non sens HindIIl 5
TTAATCCAAGCTTTCGCCGCACCGTGAGTG-3'. Le fragment a été cloné dans pGl3 basic
pour obtenir le plasmide d’expression pGl3 promUs3. Le gene Us3 a été synthétisé par
PCR a partir de I'ADN viral du virus Cgal+ avec le primer sens EcoRV 5’-
TTAATCCGATATCGGTGCGGCGAATGGCCTGTC-3’ et le primer non sens Clal 5'-
TTAATCCATCGATTCATTTCTGTTGAAACAGCGGC-3'. La séquence polyA endogene d'Us3
a été synthétisée par PCR depuis I'ADN viral Cgal+ avec le primer sens Clal 5'-
TTAATCCATCGATAGAACAATAAAGGCGGTGGTATC-3’ et le primer non sens Xbal 5’-
TTAATCCTCTAGAGTATTTAACTGCACCCCGTCC-3’. Le gene luciférase a été retiré du
plasmide pGl3 basic pour obtenir le plasmide de clonage pGl3. pGl3 basic a été digéré
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par Ncol puis rendu «bouts francs » avant d’étre de nouveau digéré par Xbal. Le
plasmide pUs3 (ORF Us3 sans promoteur) a été obtenu par la ligation de ces 3
fragments. Le promoteur ANGPTL3 a été extrait du plasmide d’expression pGl3
ANGPTL3 par digestion Nhel et HindlIIl. Le fragment Us3polyA a été extrait de pUs3 par
HindlIII et Xbal. Les deux fragments ont été clonés simultanément dans le site Spel du
polylinker de pIGR20 pour donner le plasmide de recombinaison pIGR20 ANGPTL3
Us3. Le promoteur 9xHRE a été synthétisé par PCR depuis le plasmide d’expression pGl3
9xHRE avec le primer sens Spel 5
TTAATCCACTAGTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATG-3’ et le primer non sens HindIII 5’-
TTAATCCAAGCTTAGCTTGACCACACTTCCCC-3’ et cloné comme précédemment pour
donner le plasmide de recombinaison pIGR20 9xHRE Us3. Tous les fragments
synthétisés par PCR ont été séquencés pour s’assurer de la fidélité de la réaction de
polymérisation. Les plasmides de recombinaison sont utilisés pour introduire les
différentes cassettes d’expression dans le locus IGR20 d’HSV-1, par recombinaison
homologue dans les cellules VERO ou VERO7b, tel qu'’il sera décrit plus bas.

5. Extraction d’ADN viral

Environ 1.107 cellules VERO cultivées a confluence sont infectées a m.o.i. 1. Les cellules
sont récoltées a 24hpi, culotées puis lysées sur la nuit a 37°C dans 1 ml d’EDTA 10mM,
Tris 10mM pHS8, SDS 20% (0,6% final), Protéinase K 0,25 mg/ml. L’ADN est extrait par
addition d’1 ml de phénol chloroforme Apres homogénéisation et centrifugation 10
minutes a 3000 rpm et 4°C, le surnageant contenant I’ADN est récupéré avec l'interface
blanchatre phénol/eau, puis 'ADN est extrait dans les mémes conditions. Le surnageant
et I'interface blanchatre sont ajouté a 1 ml de Chloroforme alcool isoamilic. Apres 10 mn
de centrifugation (3000rpm, 4°C), le surnageant et l'interface sont extrait par 10ml
d’éthanol 100% a - 20°C. I'ADN, sous forme d’une pellotte en suspension, est prélevées
avec une pipette pasteur. Apres évaporation de l'alcool résiduel autour de la pelotte,
I’ADN est resuspendu dans de l'eau ultra pure sans agitation a +4°C jusqu'a
resuspension (min 24 heures).

6. Construction des virus recombinants Cgal+ IGR20 prom Luc,
D30EBA IGR20 prom Luc, 17+ ANGPTL3 Us3 et 17+ 9xHRE Us3

Etape 1: Pour construire les virus exprimant Luc ou Us3 sous controle des différents
promoteurs clonés dans la région IGR20 du génome viral, deux étapes successives sont
nécessaires. Dans un premier temps, le géne hCMV GFP est introduit dans cette région
par recombinaison homologue. Le virus recombinant correspondant est reconnaissable
par des plages de lyse vertes qui permettent son identification, son isolement, et sa
production. Ensuite, les différentes cassettes d’expression prom Luc ou prom Us3 sont
introduites a la place de hCMV GFP, également par recombinaison homologue, générant
ainsi des virus recombinants dont les plages de lyse incolores nous permettent en
principe de les identifier et de les isoler.

Je ne décrirai ici que les constructions utilisant le virus Cgal+, toutes les autres
étant identiques. Quelques pL de la suspension d’ADN du virus Cgal+ sont mélangés avec
une suspension d’1 pg d’ADN du plasmide de recombinaison pIGR20 GFP et ajoutés a
500uL. de HBS (Hepes buffer saline) et 30uL de CaClz 2ZM. Aprés oxygénation, la
suspension de transfection est versée sur un tapis de cellules VERO confluentes a
environ 60% et rincées préalablement 2 a 3 fois avec du HBS. Les cellules sont placées
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10 minutes a 37° puis sont recouvertes de 2ml de DMEM est laissées 4 a 6 heures
maximum a 37°C. Le milieu est retiré et les cellules sont recouvertes d’'un milieu a 15%
de glycérol pendant 2 minutes a 37°C. Les cellules sont lavées 3-4 fois avec du HBS et
recouvertes de DMEM. Les cellules ainsi transfectées avec de I’ADN viralsont récoltées
par grattage dés l'apparition des premieres plages de lyse. La suspension cellulaire
contenant les virus recombinants subit 3 cycles de congélation-décongélation puis est
utilisée pour infecter des cellules VERO en suspension et ensuite « platées » en plaque
96 puits. Apres développement de l'infection, la présence de plages de lyse vertes
correspondant a I'expression de la GFP est détectée au microscope a fluorescence. Les
plages de lyse vertes correspondent a la propagation d’un virus ayant intégré la cassette
d’expression hCMV GFP. Les plages vertes sont récoltées dans 100uL de milieu et
aliquotée est divisé en 2 x 50uL : un échantillon est placé a -20°C et 'autre échantillon
est dilué une fois dans du tampon de lyse contenant du Tris HCl 10mM ph8, KCI 50mM,
MgCl; 2,5mM, Tween 20 0,45% et protéinase K 60 pg/ml. Apres une heure d’incubation
a 60°C, 2uL sont utilisés pour réaliser une PCR pour vérifier la présence de la séquence
GFP. L’autre échantillon est utilisé a des dilutions croissantes (dilution limite) pour
infecter des cellules VERO en plaques 96 puits de telle sorte que puisse étre détectée une
seule plage par puits. Apres trois étapes de dilution limite permettant d’isoler et de
caractériser, au microscope et par PCR, une seule plage de lyse par puits, le virus est
amplifié jusqu’a produire le stock viral du virus Cgal+ IGR20 GFP.

Etape 2 : Construction des virus exprimant la luciférase. L’ADN du virus Cgal+ IGR20
GFP est extrait par phénol chloroforme puis digéré par Pacl. L’ADN digéré est de
nouveau extrait puis cotransfecté comme précédemment avec 1 pg d’'un plasmide de
recombinaison exprimant la luciférase sous controle d’'un promoteur particulier (ex:
pIGR20 9xHRE). Cette opération est répétée pour chaque plasmide de recombinaison.
Les virus donnant des pages de lyse qui ont perdu la couleur verte (au microscope a
fluorescence) sont prélevés puis caractérisés par PCR pour confirmer la perte du gene
GFP et l'acquisition du geéne de la luciférase. Comme dans l'étape 1, ces virus
recombinants sont purifiés en dilution limite et produits sur cellules VERO (ou VERO7b
dans le cas des virus défectifs pour ICP4). L’ADN de chaque virus recombinant est
ensuite extrait puis digéré par Notl ou BstBI afin de vérifier le profil de restriction de
leur génome.

7. Construction du virus recombinant 17+ Us3-galK+ par la
technique BAC

La technique de mutagénese utilisée pour modifier le génome du virus HSV-1 17+ apres
clonage dans un chromosome artificiel de bactérie (BAC), afin de créer le virus 17+ Us3-,
a été mise au point par Soren Warming (224) et son principe est expliqué en détail sur le
site internet http://recombineering.ncifcrf.gov/ (protocole n°3).

Les primers pour synthétiser la séquence galK sont choisis de telle sorte qu'ils
éliminent I'ORF Us3 de I'ATG jusqu'au codon stop. Le primer sens 5'-
CGGGGCCCGTCGTTCGGGGTGCTCGTTGGTTGGCACTCACGGTGCGGCGACCTGTGACAATTA
ATCATCGGCA-3’ code pour 50pb en amont de I’ATG de 'ORF Us3 et le primer non sens
5-TCGGGGTCTTTTTGTGCCAACCCGCAAACAGCACCGCCCCCAGGGGGCGGTCAGCACTGTC-
CTGCTCCTT code pour 50pb en aval du codon stop du gene Us3. Ils sont utilisés pour
synthétiser le fragment de recombinaison contenant le géne galK et un promoteur
minimum a partir du plasmide pgalK (224). Le produit de synthese est électroporé dans
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les bactéries SW102 contenant déja le BAC HSV-1 17+. Apres sélection sur milieu
contenant uniquement du galactose comme source de carbone, les bactéries sont
amplifiées en maxiculture dans du milieu LB a 31°C. La recombinaison a lieu
spontanément dans ces bactéries, résultant dans l'introduction du gene galK a la place
de I'ORF Us3. L’ADN HSV-1 17+ Us3- galK+ est extrait avec le Large-Construct kit de
Qiagen selon le protocole du fournisseur. Cet ADN BAC est digéré par Notl ou BstBI puis
déposé sur gel d’agarose 0,5%. Apres migration, les profils de restriction du BAC
parental et du BAC Us3-galK+ sont comparés pour vérifier la présence de la cassette
contenant galK a la place de 'ORF Us3. Les plasmides BAC parentaux et recombinants
sont ensuite transfectés dans des cellules TE-Cre-grina (241). L’enzyme de
recombinaison spécifique de site Cre permet de sortir le plasmide BAC (qui est entouré
par deux sites loxP) du génome HSV-1 (66). Les virions produits dans ces cellules sont
purifiés selon la méthode de dilution limite expliquée ci-dessus et leur structure
génétique est vérifiée par digestion enzymatique.

8. Tests f-galactosidase/luciférase

Les cellules testées pour l'activité -galactosidase/luciférase sont lavées avec du PBS et
récoltées selon les instructions du kit $-Galactosidase Enzyme assay system (Promega),
a 'exception de I'étape de lyse ou le tampon Reporter Lysis Buffer est remplacé par le
tampon Glo Lysis Buffer (Promega). Pour arréter la réaction enzymatique de la p-
galactosidase, le carbonate de sodium 1M est remplacé par du Tris base 1M. L’activité
luciférase est mesurée a l'aide du kit Steady-Glo Luciferase assay system (Promega)
selon les instructions du fournisseur. L’activité luciférase et I'activité p-galactosidase
sont mesurées sur un luminometre VICTOR? de la firme Perkin Elmer.

9. Détermination de la cinétique d’activation des promoteurs a
I'aide de I'acide phosphonoacétique (PAA).

Les cellules sont incubées dans du milieu contenant de I'acide phosphonoacétique (PAA)
a 100uM, 2 heures avant l'infection. Le PAA est un inhibiteur de 'ADN polymérase des
virus herpétiques, en présence duquel le génome viral ne peut se répliquer.
L’inoculation, ainsi que l'infection, jusqu'a l'arrét de l'expérience, sont réalisées en
présence d'un milieu contenant de PAA a 100uM.

10. Analyse des protéines par Western Blot

Les cellules, a confluence dans un puits de plaque 6 puits, sont lavées 2 fois dans du PBS
froid puis prélevées par grattage. Les cellules sont centrifugées et le culot est conservé a
-80°C. Les cellules sont lysées dans 50 pl de tampon contenant 20mM d’Hepes pH 7,4,
100mM NaCl, 0,2% triton, PMSF 1mM, DTT 2mM (dithiothreitol) et 50ul de PIC
(Protease Inhibitor Cocktail), pendant 30 mn a 4°C. La suspension est centrifugée et les
protéines sont dosées par la technique Bradford. 10ug de protéines dilués dans du
tampon Laemmli sont chauffés a 100° pendant 5 minutes puis séparés par
électrophorese sur gel de polyacrylamide contenant du SDS (sodium dodecyl sultate)
(PAGE) et sont ensuite transférés sur une membrane de polyvinylidene difluoride. Les
membranes sont incubées pendant une demi heure, dans du PBS + 0,1% triton + 2,5%
de lait écrémé en poudre. Elles sont ensuite incubées pendant 2 heures avec un
anticorps de lapin anti-Us3 fourni gracieusement par Dr. Bernard Roizman (154), dilué
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dans du PBS + 0,1% triton. Les protéines sont révélées par chemiluminescence (ECL de
Amersham Biosciences).

11. Infection en condition d’hypoxie

Les cellules sont platées 24 heures avant l'infection et incubées sur la nuit en normoxie
pour leur permettre d’adhérer. Deux heures avant l'infection, les cellules sont placées
dans un incubateur a hypoxie garantissant une atmospheére de 5% COz et 1-1,1% d’Oz a
37°C. Les cellules sont maintenues en hypoxie pendant toute la durée de I’expérience. Un
controle négatif en condition de normoxie est systématiquement réalisé pour chaque
expérience en hypoxie. La Déféroxamine (DFO) (sigma) est utilisée pour mimer les
conditions d’hypoxie en stabilisant le facteur de transcription HIF1lao. Les cellules sont
incubées en présence de DFO a 100uM de deux heures avant I'infection jusqu’a la fin de
I'expérience.

12. Protocole expérimental in vivo

Des souris athymiques nu/nu (Charles River Laboratories) agées de 5-6 semaines
recoivent une injection sous cutanée en région latérale abdominale de 107 cellules Huh7.
Les cellules croissent et les tumeurs deviennent vascularisées a partir de 4-5 semaines.
Quand elles atteignent 200-500 mm?3, les tumeurs sont injectées avec 50ul d'une
suspension saline de virus. Pour 'administration intrahépatique, les animaux sont
anesthésiés et ouverts chirurgicalement sur la ligne médiane de 'abdomen. Le foie est
dégagé et les virus sont injectés directement dans le lobe gauche dans 50pl de
suspension saline. Pour la détection in vivo de la luminescence, les animaux sont injectés
en intrapéritonéal avec 3 mg de D-Luciférine Firefly (le substrat de la Firefly Luciferase)
dans 100ul de PBS, anesthésiés et placés dans une chambre noire connectée a une
caméra a photons. L’émission de photons est quantifiée 10 minutes apres l'injection de
luciférine et analysée avec le logiciel Living Image Software (Xenogen). Les animaux sont
manipulés selon les protocoles validés par le comité d’éthique de I'Université de
Pampluna (Espagne) ou a été réalisée I'expérimentation animale.

13. Analyses statistiques
Les écarts types sont calculés sur un triplicat de valeurs. Les différences entre moyenne

de triplicat sont jugées significatives a I'aide du test de Student pour une valeur de
P<0,05 (*), P<0,01 (**) ou P<0,005 (***).

57



RESULTATS

Dans la premiere partie de mon travail de thése j’ai caractérisé l'activité (spécificité,
intensité et cinétique d’expression) d'un certain nombre de promoteurs de genes
potentiellement utilisables en virothérapie oncolytique. Ces promoteurs sont soit des
promoteurs actifs spécifiquement dans les cellules de cancer, ou dans des cellules en
prolifération active, déja identifiés et testés dans d’autres systemes, mais pas encore
dans le contexte d’'un virus HSV-1 oncolytique (promoteurs 9xHRE, E2F1, hTERT), soit
des promoteurs spécifiques d’'HCC que nous avons identifiés dans le cadre de notre
programme de recherche. Dans ce premier chapitre je décrirai les modalités
d’identification et d’analyse des promoteurs spécifiques d’'HCC, ainsi que de leur
validation lorsqu’ils sont exprimés dans le contexte d’'un génome HSV-1.

I. Identification de promoteurs a activité spécifique des HCC

1. Approche bioinformatique

Afin de définir un premier ensemble de promoteurs cellulaires particulierement actifs
dans les HCC, nous avons procédé a une recherche bibliographique des géenes
surexprimés dans les HCC, indépendamment de tous criteres étiologiques. Les génes
ainsi identifiés, ont été comparés a une liste de genes naturellement exprimés dans le
foie sain déja publiés (193). Parmi ces génes, 23 n’étaient pas ou trés peu exprimés dans
le foie sain (tableau 1) et furent proposés pour une étape supplémentaire de sélection
avec le programme UniGene.

Le programme Unigene propose une vue détaillée du transcriptome humain et de
ses liens avec la génomique et la protéomique. Ce programme a pour premier objectif de
générer une banque de données (dbEST) contenant les séquences simple brin obtenues
par le séquencage des cDNA générés dans différentes conditions (lignées cellulaires,
tissu particulier...etc). Ces séquences sont appelées EST pour « Expressed Sequence
Tags » et sont générés par de nombreux laboratoires a travers le monde. Les séquences,
d’environ 400 a 600pb, possédant des homologies permettent de définir des clusters
d’expression qui sont appelés UniGene clusters. Ce recoupement d’information a
également été tres utile pour découvrir de nouveaux geénes. Le nombre de transcripts,
calculé pour chaque EST, est intégré au niveau du cluster d’expression afin d’évaluer un
niveau moyen d’activité transcriptionelle par gene identifié et par condition (tissu sain,
tissu tumoral, stade de développement...). A cause de I'implémentation réguliere de la
base de données, le niveau d’expression peut varier au cours du temps. Ce niveau
d’expression est donné en transcrits par million (TPM = Nombre d’EST dans le cluster /
Nombre total d’EST dans le tissu x 10°). Cette approximation permet d’utiliser UniGene
comme un Northern blot virtuel des différents tissus humains. La spécificité
d’expression d'un géne dans un tissu est calculée comme étant égal a: (TPM du gene
dans le tissu) / (Somme des TPM du gene dans tous les tissus) x 100.

Le programme UniGene offre plusieurs outils permettant d’établir des liens entre,
d’'une part, les EST et d’autre part, les génes, les protéines, les différents tissus et les
différents types de tumeurs. Dans le projet THOVLEN, nous avons utilisé I'outil DDD
(Digital Differential Display), qui compare les profils d’expression entre les différentes
librairies. Une librairie correspond, par exemple, a un tissu au stade embryonnaire pour
lequel tous les EST connus sont assemblées en cluster d’expression. Les clusters sont
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référencés a un gene et sont classés selon I'importance de leur expression mesurée en

TPM.

glycogen synthase 2 GYS2
Serpin peptidase inhibitor, clade A, member 7 SERPINA7
angiopoietin-like 3 ANGPTL3
Inter-alpha (globulin) inhibitor H1 ITIH1
Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 8 CYP2C8
inter-alpha (globulin) inhibitor H2 ITIH2
Alcohol dehydrogenase 6 (class V) ADH6
Apolipoprotein A-I APOA1
alpha fetoprotein AFP
Serine dehydratase SDS
Apolipoprotein B (including Ag(x) antigen) APOB
Fibrinogen beta chain FGB
Inter-alpha (globulin) inhibitor H3 ITIH3
Inter-alpha (globulin) inhibitor H4 ITIH4
Vitronectin VTN
Albumin ALB
Serpin peptidase inhibitor, clade A, member 1 SERPINA1
Coagulation factor II (thrombin) F2

Tableau 1: Liste des 23 genes a spécificité d’expression élevée dans les HCC,
sélectionnés a partir de notre recherche bibliographique.

Pour nous servir de cette DDD, nous avons établi un ensemble de critéres
supposés définir le mieux les promoteurs spécifiquement actifs dans les HCC. Ainsi, les
23 genes initiaux ont été classés selon leur niveau d’expression dans 3 classements
intermédiaires qui apportent des informations différentes :

1) Ces genes sont comparés entre les bases de données de tous les tissus pour
rechercher une spécificité pour le tissu hépatique (figure 1)

2) On recherche également une expression augmentée dans les tissus
embryonnaires qui partagent des similarités avec les tissus tumoraux et qui soit faible
dans les tissus adultes (figure 2).

3) Les génes sont classés selon leur spécificité pour un type de tumeur (figure 3).

.....

des promoteurs. Le rapport « expression dans les tumeurs du foie / expression dans les
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tissus sains » qui exprime l'activité différentielle, est choisi pour un classement final
théorique (tableau 2).
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Figure 1: Les genes sélectionnés (voir tableau 1) sont comparés selon le nombre
de tissus dans lesquels ils sont transcrits. Par exemple, selon UniGene, le géne de la
glycogéne synthase 2 (GYS2) est exprimé dans 2 tissus selon UniGene : le foie et le rein.
Le géne de 'ANGPTL3 est exprimé dans 8 tissus différents dont le foie.
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Figure 2 : Les genes issus sélectionnés (voir tableau 1) sont classés selon leur rapport
d’expression entre tissus embryonnaires et tissus adultes. Ainsi, le gene AFP montre
un taux d’expression dans 'embryon au moins 25 fois supérieur a celui de 'adulte.
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Figure 3 : Les genes sélectionnés (voir tableau 1) sont classés selon le nombre de
tumeurs dans lesquelles ils sont exprimés. Par exemple, les génes GYS2 et ANGPTL3 ont
une spécificité d’expression tumorale puisqu’ils ne sont exprimés que dans les tumeurs

du foie.

Géne TPM tumeurs du foie TPM tissus normaux Ratio

ApoB 1913 73 26,2
ITIH3 444 29 15,3
CYP2CS8 589 40 14,7
ITIH1 393 45 8,7
AFP 1334 209 6,4
FGB 1437 287 5,0
ANGPTL3 144 28 5,1
ADH6 134 29 4,6
SERPINA1 2265 530 4,3
VTN 403 111 3,6
E2F1 41 8 51
VEGFA 237 50 4,7

Tableau 2 : Rapport de I'expression dans les tumeurs du foie et dans les tissus
sains. Les 10 genes issus de la sélection dont la séquence promotrice est connue. Les
promoteurs AFP et SERPINA1l (al-antitrypsine) sont déja utilisés en virothérapie
oncolytique. Les promoteurs E2F1 et VEGFA ont été ajoutés a titre indicatif car E2F1
sera utilisé dans cette étude et le promoteur VEGFA contient des site de fixation HRE qui
seront également étudiés dans ce travail de recherche.
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Peu de génes sont a la fois spécifiques des tumeurs du foie et possedent une activité
différentielle importante entre tissus tumoraux et tissus sains. Ainsi, le géne de la
Glycogene Synthase 2 serait, d’apres nos résultats, le géne idéal dans la mesure ou il
s’exprime dans les tumeurs du foie et quasiment dans aucun autre tissu, y compris dans
les tissus embryonnaires. Sa spécificité hépatique atteint quasiment 95% et sa
spécificité tumorale de 96% est identique a sa spécificité pour les tumeurs hépatiques.
Son ratio d’expression tumeur/ tissus sains est de 28. Mais malheureusement, la
séquence de ce promoteur n’est pas connue. Ensuite tous les autres promoteurs sont
moins spécifiques car s’exprimant dans d’autres tissus et dans d’autres tumeurs. Le
promoteur ANGPTL3 montre une activation de son expression spécifiquement dans les
cancers du foie. Néanmoins, il possede une activité basale, selon UniGene, dans quelques
tissus sains tel que le rein ou le systeme nerveux.

L’activité différentielle des promoteurs est un rapport de TPM fournis par UniGene et
n’'intéegre nullement la notion de spécificité. Dans le cadre de la virothérapie oncolytique,
I’hypothese justifiant le calcul du rapport d’activité est qu'il existe une relation entre la
quantité de protéine virale et I'efficacité de la fonction virale portée par cette protéine.
Ce point sera débattu plus loin dans ce travail de recherche et la différence d’activité
promotrice sera mise en évidence grace a I'expression de la luciférase (qui est le gene
rapporteur utilisé ici pour déterminer la force du promoteur cloné en amont), ce qui
permettra d’établir également d’autres criteres définissant I'activité d’'un promoteur. Le
promoteur du gene codant I'’AFP peut étre considéré comme un point de repere
théorique dans la mesure ou il est considéré comme un marqueur des HCC. Il est
représenté dans les figures 1, 2 et 3 et son activité différentielle est un facteur de 6,38.

La spécificité d’activité de ces promoteurs a été vérifiée, par RT-qPCR et par analyse
ChIP (Chromatine Immunoprecipitation), sur différentes lignées cellulaires qui nous
servent de modele pour les HCC, sur des prélevements cliniques de tumeur du foie, sur
des lignées tumorales non hépatiques (HeLa, Jurkat), sur une lignée hepatocyte-like
(WRL68) et sur des hépatocytes primaires humains. Ces résultats sont repris en détail
dans la figure 2 de I'article 1 (voir ci dessous).
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2. Analyse de la transcription par RT-PCR

Ce paragraphe peut étre isolé en tant que partie de I'article 1 réalisée par le Docteur Peli
Foka (Co auteur de l'article 1 en annexe). Je fournirai ici les principaux résultats relatifs
a son étude par RT-PCR. Le reste de l'article en annexe, concernant directement mon
étude des promoteurs cellulaires dans le génome HSV-1, sera intégré a la suite de cet
exposé.

Apres avoir établi grace au logiciel UniGene, une liste de genes possédant une
expression différentielle entre cellules d’hépatome et cellules saines, ainsi qu'une
relative spécificité pour ces tumeurs, nous avons vérifié la présence des transcrits
correspondants dans différents échantillons biologiques pour 8 de ces genes dont les
séquences des promoteurs étaient connues. Les expériences de RT-qPCR ont été
réalisées a partir d’ARN des lignées d’HCC (Huh7, HepG2, Hep3B), de cellules Jurkat,
HeLa et RCC10 (article 1 figure 2A) ainsi que de cellules saines et cancéreuses issus de
patients séropositif pour le virus HCV ou le virus HBV et de patients séronégatifs pour
ces deux virus (article 1 figure 2B). Pour anticiper sur l'activité des promoteurs
cellulaires lorsqu’ils seront clonés dans le génome HSV-1, nous avons comparé la
quantité des ARNm des genes d’intérét a différentes heures post infection par HSV-1
(article 1 figure 2C). Les résultats montrent que les cellules Huh7 possedent la méme
quantité d’ARNm pour chacun de ces génes avant et apres infection par HSV-1. Afin de
s'assurer que l'activité transcriptionelle n’était pas affectée par l'infection, une
expérience de ChIP a été réalisée a partir de cellules Huh7 non infectées et 6 heures
apres infection avec le virus HSV-1 Cgal+ (article 1 figure 2E). Les résultats des analyses
semi-quantitatives, suggerent que l'infection ne fait pas varier I'activité des promoteurs.
D’apres ces résultats, les promoteurs ADH6, ApoB, et ANGPTL3 ont été clonés dans les
plasmides pGl3 basic en amont du gene de la luciférase, dont la mesure de I'activité
permettra de déterminer la force du promoteur apres transfection des plasmides
recombinants dans les 3 lignées d’'HCC et dans la lignée hepatocyte-like WRL68 (article
1 figure 3A). Nous avons vérifié que la surinfection avec un virus HSV-1 Cgal+ des
cellules transfectées, n’entraine pas de changement significatif de Iactivité
transcriptionelle. L’activation des promoteurs valide également la séquence régulatrice
qui a été choisie pour chacun d’entre-eux. Dans l'article 1, seule la cassette ANGPTL3 a
été évaluée pour son activité transcriptionelle apreés insertion dans la région IGR20 du
génome HSV-1 Cgal+. Je reprendrai cette étude dans le paragraphe 4 avec 'ensemble des
promoteurs testés dans le projet THOVLEN.

Les résultats de RT-PCR semi quantitative (article 1 figure 2A et B) réalisées a partir des
ARN des lignées cellulaires confirment donc les résultats obtenus avec le logiciel
UniGene quant a la spécificité des promoteurs dans les tumeurs du foie, a 'exception de
VTN qui est aussi exprimé dans les cellules HeLa. Le géne ANGPTL3 posséde une
spécificité restreinte a deux des trois hépatomes et ne s’exprime pas dans la lignée
Hep3B. Les résultats de RT-PCR semi quantitative réalisées a partir d’ADN de biopsies
de patients (article 1 figure 2B), montrent que les genes surexprimés dans les HCC sont
ApoB, ADH6, ANGPTL3, ITIH1 et ITIH3 avec une spécificité pour ANGPTL3 qui apparait
comme le seul promoteur non exprimé dans le foie chez un patient souffrant d’'une
infection hépatique par le virus HCV.
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Article 1 figure 2 : Les genes candidats sont spécifiquement exprimés dans le foie
et ne sont pas inhibés par I'infection par HSV-1. Profils d’expression des ARNm. A :
dans les lignées cellulaires modeles de HCC et d’autres types cancéreux. Hypoxia
inducible factor 1-alpha (HIF-1a) est utilisé comme contréle interne de PCR. B : dans des
prélevements tumoraux (C) et non tumoraux (N) de patients atteints d’'HCC lié a HBV
(HBV +) ou d’HCC lié a HCV (HCV+). L’ARN 28S est utilisé comme contrdle interne de
PCR. C: infection de cellules d’"HCC Huh7 par HSV-1 wt. La ligne interrompue représente
le contrdle non infecté. Toutes les valeurs sont normalisées par rapport a I’ARN 28S. Les
tests ANOVA I et de Student entre échantillons montrent que les différences entre
échantillons ne sont pas significatives (p>0.05). D : Expression de ’ARN NPY dans les
différentes lignées cellulaires. E : Experience de ChIP a partir de cellules HCC Huh7 non
infectées ou infectées 6h par HSV-1 wt. Les bandes 1 et 4 représentent de ’ADN enrichi
en polymerase II. Bandes 2 et 5 représentent de I'’ADN non spécifique enrichi en IgG et
les bandes 3 et 6 de I'’ADN controle de chaque gene (controle PCR). GAPDH et les
primers controles négatifs sont utilisés comme contrdles positifs et négatifs selon les
recommandations du fabricant.
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Les valeurs des tests luciférase apres transfection représentent ici un pourcentage de
'activité maximale du promoteur dans une lignée. Pour les 3 promoteurs clonés en
amont de la luciférase (ADH6, ApoB et ANGPTL3), la lignée HepG2 est celle qui permet la
plus forte expression. Le promoteur ADH6 ne semble pas s’exprimer dans les cellules
Huh?7, au contraire d’ANGPTL3 qui est activé dans ces cellules presque autant que dans
les cellules HepG2.

Les résultats présentés dans l'article 1 ont donc permis de sélectionner les promoteurs
ANGPTL3, ADH6 et ApoB pour la suite du projet THOVLEN sur la base de leur activité
différentielle dans les HCC. Mon travail concerne la caractérisation du comportement
d’'un ensemble de promoteurs (d’"HCC ou d’autres tumeurs) lorsque ceux-ci sont clonés
dans un génome HSV-1. Certains de ces promoteurs ont été ensuite utilisés pour
construire deux virus oncolytiques. L’étude des courbes de croissance de ces virus
oncolytiques, ainsi que l'activité de ces promoteurs estimés par des tests a partir de
virus ou ces promoteurs contrélent l'activité luciférase, permettront d’établir des pistes
de recherche pour rationaliser les bases du ciblage transcriptionel en virothérapie HSV-
1 oncolytique.
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II. Méthodologie pour I'étude des promoteurs de ciblage

1. Analyse des promoteurs par I'activité luciférase dans les
plasmides pGl3 et pIGR20

Plusieurs séquences promotrices de genes ont été étudiées ; leur séquence a été donnée
dans Matériels et Méthodes. Les séquences promotrices que nous utilisons et que
j'appellerai par la suite « promoteur », sont en fait, les séquences promotrices connues
ou en tout cas proposées comme étant promotrice, des genes sélectionnés dans notre
étude. Dans ce manuscrit, j'utiliserai leur abréviations a savoir: hCMV, ADH6, AFP,
ANGPTL3, E2F1, hTERT et 9xHRE. Le promoteur du gene viral Us3 a été aussi inclus
dans cette étude. Son abréviation est promUs3.

Les plasmides d’expression exprimant la luciférase sous controle de ces différents
promoteurs ont été transfectés dans les lignées HelLa et HepGZ pour valider les
constructions génétiques et tester une premiere fois, a titre indicatif, la spécificité des
promoteurs en fonction des types cellulaires.
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Figure 4 : Comparaison des promoteurs sélectionnés dans les cellules HeLa. 3.10°
cellules HeLa sont transfectées avec 3uG de plasmides pGl3 promoteur + luciférase. Les
résultats, obtenus 48 heures post transfection (hpt), sont normalisés par rapport a
I'activité de la luciférase de renilla (phCMV rL), utilisée comme contréle interne de
transfection. Apres normalisation, les résultats sont présentés en unités relatives de
luciférase (RLU). Le plasmide pGI3 basic qui possede le géne de la luciférase de luciole
sans promoteur est utilisé comme témoin négatif d’expression luciférase. Le plasmide
SV40 Luc est un plasmide témoin positif fourni par Promega contenant le promoteur
SV40.
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Figure 5: Comparaison des promoteurs dans les cellules HepG2. 3.10°> cellules
HepG2 sont transfectées avec 3uG de plasmides pGl3 contenant les promoteurs
indiquée. Les résultats, obtenus 48 heures post transfection (hpt), sont normalisés par
rapport a I'activité de la luciférase de renilla (phCMV rL), utilisée comme témoin interne
de transfection. Apres normalisation, les résultats sont présentés en unités relatives de
luciférase (RLU). Les contrdles sont les mémes que dans la figure 4.

Pour ceci, 3.105 cellules HeLa sont transfectées avec 3ug de ces plasmides, exprimant la
luciférase de luciole et 2ug de plasmides exprimant la luciférase de renilla, comme
contrdle interne de transfection. Les valeurs finales dans les graphiques 4 a 6 sont
normalisées par rapport a I'activité de la luciférase de renilla. Les cellules sont récoltées
a 48 heures post-transfection (hpt) (figure 4). Les promoteurs AFP et ANGPTL3 ne
montrent aucune activité dans les cellules HeLa (émission de photons inférieure a pGI3
basic) contrairement aux autres promoteurs, y compris le promoteur ADH6 sensé
également avoir une spécificité d’expression dans les HCC. En présence de DFO (agent
mimant I'hypoxie), le promoteur 9xHRE est activé d’un facteur 100.

L’activité des promoteurs ADH6, AFP et ANGPTL3 dans pGl3 a été ensuite évaluée dans
la lignée cellulaire HepG2 (figure 5) dans les mémes conditions que précédemment.

La spécificité d’expression des promoteurs AFP et ANGPTL3 dans les hépatomes est
donc confirmée pour les cellules HepG2, dans la mesure ou ces promoteurs ne

s’expriment pas dans les cellules HeLa et s’expriment dans HepG2.

Figure 6, certains promoteurs ont été étudiés aussi dans le contexte des plasmides de
recombinaison dans 'lGR20 d’HSV-1. La spécificité des promoteurs ANGPTL3 et AFP est
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confirmée dans cet environnement génétique. Le promoteur Us3 conserve, dans les
cellules HeLa, une activité semblable a l'activité dans les cellules HepG2. Ainsi, les
promoteurs ANGPTL3 et AFP sont les seuls a s’exprimer spécifiquement dans les cellules
HepG2.
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Figure 6: Comparaison des promoteurs apres clonage dans le plasmide de
recombinaison pIGR20. 3.10° cellules HeLa sont transfectées avec 3uG de plasmides
pIGR20 promoteur + luciférase. Les résultats, obtenus 48 heures post transfection (hpt),
sont normalisés par rapport a l'activité de la luciférase de renilla (phCMV rL), utilisée
comme témoin interne de transfection. Apres normalisation, les résultats sont présentés
en unités relatives de luciférase (RLU).
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2. Construction des virus recombinants Cgal+ IGR20
promoteur Luc

Les virus HSV-1 recombinants exprimant la luciférase ont été construits par
recombinaison homologue au niveau de séquences de 400pb de part et d’autre de la
région intergénique 20 (située entre les genes UL26 et UL27). La figure 7 présente les
deux étapes de la construction de ces virus, qui sont nécessaires car l'introduction
directe d’'une séquence prom-Luc ne donne pas de phénotype facile a identifier.

IGR20

J - e-cal |—4
X

PIGR20 hCMV GFP

IGR20

— . - cca |—§
X X

Prom hCMV LUC

p!GR20 prom Luc

IGR20

= PromhCcMV | LUC - R-Gal )

Figure 7 : Schéma de la construction en deux étapes des virus recombinants. Une
premiere étape, de sélection positive a la GFP sous le contréle du promoteur hCMV,
permet d’obtenir un virus recombinant modifié dans I'lGR20 qui se propage en donnant
des plages de lyse vertes. Ce virus est isolé, puis amplifié, et son ADN est extrait. Cet ADN
est digéré par l'enzyme de restriction Pacl puis cotransfecté avec le plasmide de
recombinaison contenant la cassette promoteur-luciférase (ici promoteur hCMV Luc). La
cassette vient s’insérer a la place de la GFP qui est éliminée et les virus recombinants se
propagent dans des plages de lyse blanches.

J'ai, de cette maniere, construit et produit pres de 20 virus recombinants (tableau 3). Les
cassettes prom+Luc ont été clonées d’abord dans la souche réplicative HSV-1 Cgal+, qui
contient le gene -gal dans la région IGR52. Pour étudier la dépendance des promoteurs
vis a vis des mécanismes d’activation de la transcription spécifiques du virus HSV-1, les
mémes cassettes ont été clonées aussi dans le locus IGR20 du génome de la souche non
réplicative D30EBA. Cette souche est privée des deux copies du gene codant la protéine
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essentielle ICP4, qui active l'expression des genes p. Ces virus ne peuvent donc se
multiplier que dans une lignée cellulaire exprimant la protéine ICP4 (cellules VERO 7B).
Apres infection de cellules non complémentantes, seuls les genes a s’expriment, a
I'exception du gene ICP4. L’absence de ce gene bloque l'expression des genes f3
provoquant I'arrét du cycle de réplication en phase tres précoce.

Sans promoteur + +
hCMV GFP + +
hCMV + +
ADH6 + +
AFP + +
ANGPTL3 + +
E2F1 + +
hTERT + +
9xHRE + +
promUs3 +

Tableau 3 : Virus recombinants produits pour I'étude des promoteurs de génes
cellulaires.

Apres identification, purification, et production, les virus recombinants ont été
caractérisés par le profil de restriction de leur génome. Ensuite leur viabilité et capacité
de multiplication ont été estimées par I'établissement de courbes de croissances, qui
montrent la capacité d’'un virus recombinant a se propager dans des cellules en culture
infectées a faible multiplicité. Les stocks de virus recombinants sont produits en
infectant a m.o.i. 0,02 les cellules VERO a confluence contenues dans deux « Roller
bottles » de 850 cm?. En moyenne la production de virions dans ces conditions permet
d’obtenir 500uL de suspension virale a environ 5.108 pfu/ml.
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3. Structure des génomes recombinants

La structure des génomes a été vérifiée par digestion avec des enzymes de restriction.
Apres recombinaison avec les cassettes d’expression prom-luciférase, la taille du
fragment contenant la région IGR20 est augmentée de maniere différente, en fonction de
la taille des séquences promotrices insérées (figure 8).

Le méme type d’analyse a été réalisé pour valider la structure des génome des virus
recombinants D30EBA IGR20 prom+luc.

Dans la suite de ma these, les virus recombinants exprimant le gene de la luciférase dans
I'IGR20 sous le contrdle de différents promoteurs seront indiqués « Cgal+ prom Luc »
(par exemple Cgal+ AFP Luc).

Colonne 1: génome parental HSV-1 Cgal+
Colonne 2: Cgal+ IGR20 hCMVY-Luc.
Colonne 3: Cgal+ IGR200 ADHG-Luc
Colonne 4 Cgal+ IGR200 AFP-Luc.
Colonne 5: Cgal+ IGR20 ANGFPTL3-Luc.
Colonne 6 : Ceal+ IGR2( EZF1-Luc.
Colonne 7 : Cgal+ IGR20 HTERT-Luc.
Colonne 8 1 Cpal+ IGR20 9xHEE-Luc.

Figure 8: Profils de restriction des ADN des virus recombinants HSV-1 Cgal+
IGR20 prom+Luc. Les ADN viraux sont digérés par I'enzyme Notl puis séparés par
électrophorese en gel d’agarose 1%. La fleche verte indique le fragment contenant
I'IGR20 dans le génome parental. Les fleches blanches indiquent les fragments contenant
I'IGR20 prom+Luc.
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4. Tests luciférase et §-galactosidase. Normalisations

Pour étudier la force des promoteurs, nous utilisons le gene de la luciférase de Luciole
(Firefly Luciferase) comme gene rapporteur. Cette protéine est un enzyme de 61kDa qui
catalyse une réaction tres rapide, de I'ordre de 15 a 300 msec en deux étapes.

Les deux étapes de la réaction enzymatique sont :

luciférine + ATP — luciferyl adenylate + PP;
luciferyl adenylate + Oz — oxyluciférine + AMP + lumiere

Cette réaction consomme de I’ATP et de I'oxygene pour produire I'émission d’'un photon
a partir du substrat de la luciférase (luciférine). L’activité luciférase est dépendante du
pH. Elle est optimale a pH 8,2 et commence a décroitre au dessous de 7,1 pour devenir
presque nulle a pH 6,7. Les milieux cellulaires tamponnés utilisés dans cette étude ont
un pH de 7,4. Par ailleurs, les cellules sont rincées avec du PBS avant d’étre lysées dans
un tampon de lyse tamponné, fourni par Promega pour obtenir une activité optimale de
la luciférase.

Lorsque le gene de la luciférase s’exprime, les quantités d’ARNm et de protéine
luciférase produites sont proportionnelles a I'activité du promoteur. De plus, la protéine
luciférase est un monomere qui ne requiert aucune modification post traductionnelle.
L’activité enzymatique est couplée de maniere tres étroite a la synthese protéique. Les
protéines luciférase sont actives dés qu’elles se séparent des ribosomes. Cette
dynamique fait du gene luciférase un systéme rapporteur particulierement adapté a
I'étude des promoteurs et de leurs voies d’activation. La demi-vie de la protéine
luciférase a été évaluée a 3 heures dans les cellules de mammiféres et la demi-vie des
ARNm a environ 6 heures (208).

L’activité luciférase quantifiée peut étre influencée par le pH mais également par I'état
de la cellule et de son expression génique. Le fait que les cellules exprimant la luciférase
subissent un processus de mort cellulaire (de type nécrose ou apoptose), peut avoir des
répercussions sur l'intensité mais également sur la stabilité du signal luciférase. Ces
considérations sont particulierement significatives dans cette étude ou les promoteurs
sont étudiés dans des cellules infectées par HSV-1 qui sont donc condamnées a mourrir.
En effet, les valeurs des tests luciférase apres infection sont a considérer dans un
systéeme plus complexe que la transfection, notamment aussi parce que la cellule est
soumise a des réponses a l'infection qui modifient I'expression génique. Les valeurs
luciférase, en ce sens, sont un moyen sensible de mettre en évidence I'action des voies de
signalisation ou l'effet de l'infection sur l'activité des promoteurs. En vertu de ces
particularités, j’ai réalisés des expériences de mise au point et de calibration du systeme
luciférase en condition d’infection (voir ci dessous).

Les résultats graphiques des figures 9 et 10 servent a présenter les possibilités et les
limites de l'interprétation des résultats luciférase dans notre systeme d’infection par

HSV-1. J'ai utilisé pour cela deux types cellulaires différents : VERO et HeLa.

De par sa grande sensibilité et sa grande réactivité, le systéme luciférase permet
différentes normalisations au sein des résultats d’expériences.
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La premiere normalisation concerne la normalisation par rapport au nombre de cellules.
Pour établir ce rapport j’ai réalisé I'expérience de la figure 9 en infectant une quantité
croissante de cellules VERO a m.o.i. 5 pendant 24h; ainsi 'ensemble des cellules est
infecté. Les cellules, quelque soit leur quantité, sont récoltées avec un méme volume X
de tampon auquel est ajouté un volume X de luciférine puis 'activité luciférase est
mesurée
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Figure 9 : Variation de la quantité de photons émis en fonction du nombre de cellules
VERO infectées pendant 24 heures a m.o.i. 5. Expérience réalisée en triplicat.

Les résultats montrent que la quantité de photons récoltés est directement
proportionnelle au nombre de cellules subissant I'infection par le virus recombinant
hCMV Luc. En d’autres termes, ces résultats montrent que l'activité luciférase est
fonction du nombre de cellules infectées de maniere constante et croissante pour un
nombre de cellules allant de 5.10% a 2.10°. La conclusion est que dans nos conditions
expérimentales il est possible de normaliser les résultats de tests luciférase entre des
expériences réalisées sur des nombres différents de cellules de la méme lignée compris
entre 5.10% et 2.10° et infectées a une m.o.i. de 5. Aprés cette normalisation, la
comparaison entre deux types cellulaires, pour un promoteur particulier, montre la
spécificité du promoteur pour un type cellulaire.

Dans la figure 9 bis, le graphique montre une évolution semblable de I'activité luciférase,
permettant une comparaison de l'intensité et des cinétiques d’expression entre les deux
types cellulaires. Néanmoins, les valeurs tres différentes pour un méme promoteur dans
les deux types cellulaires ne permettent pas d’envisager une normalisation d’un type
cellulaire par rapport a un autre. Dans la suite de cet exposé, les comparaisons de tests
luciférase entre types cellulaires se feront apres normalisation portant uniquement sur
le nombre de cellules. On voit figure 9 bis que I'activité luciférase augmente puis se
stabilise sous forme de plateau. Cette forme est identique bien qu’a des hauteurs et avec
des cinétiques différentes pour les différents promoteurs testés
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Figure 9 bis : Courbe d’activité luciférase a forte m.o.i.. Activités luciférase mesurées a
partir de 50.103 cellules HeLa ou VERO au cours d'une cinétique d’infection, a m.o.i. 5
avec le virus Cgal+ hCMV Luc.

Dans le cas de la comparaison de promoteurs, il est intéressant de savoir dans quelle
mesure la variation de la m.o.i. du virus recombinant peut entrainer une variation de
'activité luciférase. Pour répondre a cette question, j'ai infecté un nombre identique de
cellules VERO (2.10°) a différentes m.o.i. allant de 5 a 0,01. Les différentes conditions
sont récoltées avec un méme volume X de tampon auquel est ajouté un volume X de
luciférine puis l'activité luciférase est mesurée. Les résultats, présentés figure 9 ter,
montrent que, pour une m.o.i. supérieure a 1, la variation de I'activité luciférase n’est pas
statistiquement significative. Par conséquent, la comparaison des promoteurs est
possible a condition que les titres connus permettent de rester aux alentours de la m.o.i.
choisie et si cette derniére est supérieure a 1.

Néanmoins, pour plus de précision dans la comparaison et quand cela est possible, on
peut utiliser une deuxieme normalisation, basée sur ['utilisation des tests p-
galactosidase. L’activité $-gal permet de corriger les incertitudes sur le titre des stocks
viraux. Le gene de la 3-gal s’exprime au cours du cycle viral sous contrdéle du promoteur
hCMV et est le méme dans tous les virus recombinants dérivés du virus Cgal+. L’activité
B-gal permet donc de normaliser les infections en fonction du nombre de particules
ayant réellement infecté la population cellulaire étudiée. Les résultats de la figure 10
montrent que le profil de I'activité $-gal n’est pas le méme en fonction du type cellulaire,
interdisant toute comparaison entre type de cellules différents. Du fait que I'activité du
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promoteur hCMV varie aussi avec le temps, cette comparaison n’est valable qu’a un
temps d’infection donné et non entre différentes heures post infection. La correction
consiste a diviser la valeur luciférase mesurée, par la valeur -gal correspondante. Les
valeurs luciférase ainsi corrigées sont exprimées en « unité relative de luciférase » ou
RLU. Cette normalisation n’a été utilisée que dans les expériences des figures 27 et 28.
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Figure 9 ter : Evolution de I'activité luciférase en fonction de la m.o.i. Activité luciférase
mesurée a partir de 2.10° cellules VERO infectées a différentes m.o.i. avec le virus Cgal+
hCMV Luc.

Enfin, il est important de souligner que, contrairement a une évaluation ponctuelle, un
ensemble de valeurs luciférase réalisées a différents temps post infection, fournit une
signature plus riche de l'activité du promoteur controlant la luciférase, qu'une donnée
isolée méme sous forme de triplicat, établie a un moment donné.

75




1,400 ~

1,200 -

1,000 -
=& Cgal+ hCMV Luc VERO

0,800 - ——Cgal+ hCMV Luc Hela
0,600 -

0,400 -

0,200 A

0,000 - . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35

Heures post infection m.o.i. 5

Figure 10: Courbe d’activité p-gal a forte m.o.i.. Activités p-gal mesurées a partir de

50.103 cellules HeLa ou VERO au cours d'une cinétique d’infection a m.o.i. 5 avec un
virus Cgal+ hCMV Luc.
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5. Utilisation de la déféroxamine (DFO) pour mimer les
conditions d’hypoxie.

La déféroxamine, un chélateur du fer, permet de reproduire un des aspects de I'hypoxie
qui est la stabilisation du facteur de transcription HIF-1a. Le facteur HIF-1a stabilisé se
dimérise et se fixe sur des séquences spécifiques d’ADN appelées HRE (hypoxia-
responsive-element) situées dans les régions régulatrices des genes qui répondent a
I’hypoxie. Tel que nous I'avons vu précédemment (figures 4 et 6), le DFO permet de
stimuler de maniere tres significative I'activité du promoteur 9xHRE Luc, au moins dans
des cellules transfectées. Le DFO possede, par ailleurs, une activité cytotoxique et induit
I'apoptose via la voie mitochondriale (74). Cette activité cytotoxique (voir figure 11) est
corrélée a un arrét de la croissance cellulaire particulierement marqué au dela de 24
heures de traitement (figure 12). Le DFO induit également une diminution du titre viral
(figure 13) mais qui reste relativement faible au moins pendant les premiéres 24 heures
de l'infection. Parce qu’elle permet de stimuler l'activité du promoteur 9xHRE avec un
minimum de toxicité, la dose de 100uM de DFO sera utilisée dans les prochaines
expériences. Le DFO est également mieux adapté aux expériences courtes, inférieures a
24h. Pour les courbes de croissance virale qui se prolongent au dela, le DFO est
pénalisant. Dans I'étude des virus oncolytiques, les expériences seront réalisées dans un
incubateur a hypoxie ou le taux d’oxygene est maintenu a 1%.
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Figure 11 : Test de survie cellulaire au MTT (Méthyl Thiazol Tétrazolium) réalisé a partir
de cellules VERO. Le test est réalisé a 24 h post-traitement avec le DFO. Les valeurs en
ordonnée sont d’autant plus basses que la mortalité est importante.
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Figure 12 : Croissance de cellules Huh7 en présence ou en absence de 250uM de DFO.
L’incorporation de cristal violet est mesurée 24 et 48 heures apres le début du
traitement.
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Figure 13 : Courbe de croissance du virus Cgal+ apres infection de cellules VERO a une
m.o.i. de 0,02 en présence (bleu) ou en absence (rouge) de 250 uM de DFO.
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6. Vérification des capacités de réplication des virus
recombinants

Pour évaluer les conséquences éventuelles des modifications apportées a la région
IGR20 sur les capacités de réplication des virus recombinants, j’ai réalisé les courbes de
croissance de ces virus sur cellules VERO. Les courbes présentées figure 14 montrent
que tous les virus recombinants, indépendamment du promoteur controélant l'activité
luciférase, se multiplient de maniére similaire. Le fait que les virus se multiplient de la
méme facon est la condition essentielle a la comparaison des promoteurs entre eux. A
54 hpi, la production de virions recombinants est diminuée d'un facteur 10 par rapport
a la production du virus parental Cgal+, ce qui est une différence reconnue comme
significative dans le cadre de la comparaison des pouvoirs réplicatifs de virus HSV-1
sauvages ou mutants. Néanmoins, la forme de la courbe démontre une réelle capacité de
réplication pour tous les virus recombinants. La chute de la production observée pour
tous les virus recombinants a 6hpi correspond a la période du cycle pendant laquelle il
n’y a plus de particule infectieuse fonctionnelle, c’est a dire, entre le désenveloppement
du virus au niveau de la membrane plasmique et la fabrication de capsides enveloppées
apres le début de synthese d’ADN viral (voir figure I dans I'introduction).

Des tests d’activité luciférase réalisés en parallele de ces courbes de croissance,
permettent une premiere étude de I'activité des promoteurs. Les valeurs de la figure 15
doivent étre considérées d’apres la figure 14 comme des valeurs moyennes de l'activité
luciférase au sein d’'une population de cellules dans laquelle les virus sont en train de se
multiplier de maniére similaire. Les cellules sont infectées a une m.o.i. de 0,02
pfu/cellule, ce qui signifie qu’aux premiéres heures de l'infection, une cellule sur 50 est
infectée en moyenne. Au fur et a mesure que le virus se multiplie et se propage, le
nombre de cellules infectées augmente et 'activité luciférase devient plus importante.
Ainsi aux heures tardives, le profil d’expression luciférase devient plus significatif. Dans
ce contexte, on peut alors noter que le promoteur hCMV est le plus fort, que E2F1
possede une activité intermédiaire suivie de 9xHRE (en absence de DFO).

Les promoteurs potentiellement spécifiques d’"HCC (AFP, ANGPTL3) sont inactifs sur les
cellules VERO, ce qui confirme la spécificité d’expression dans les HCC de ces
promoteurs, observée auparavant. Le promoteur hTERT est également inactif lorsqu’il
est dans le génome viral. De ce fait, le virus Cgal+ hTERT Luc ne sera plus utilisé dans les
prochaines expériences.
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Figure 14 : Courbe de croissance du virus Cgal+ et des recombinants dérivés de Cgal+
exprimant la luciférase, sur 1.10° cellules VERO infectées a une m.o.i. de 0,02.
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Figure 15: Activité luciférase au cours du temps post infection a faible m.o.i. des
différents promoteurs d’'intérets sur cellules VERO. Tests d’activité luciférase réalisés en
parallele de la courbe de croissance de la figure 14.
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III. Etude des promoteurs de ciblage

1. Comportement d’'un virus recombinant sur différentes
lignées cellulaires et étude de son promoteur. Cas des
virus ANGPTL3 et hCMV

Les expériences dont les résultats sont présentés dans les figures 16 a 19, avaient pour
objectif de tester la permissivité des différentes lignées cellulaires de référence a
I'infection HSV-1 mais également le comportement des promoteurs ANGPTL3 (figures
16 et 17) et hCMV (figures 18 et 19) au cours de l'infection. La premiere conclusion est
que toutes ces cellules autorisent la multiplication du virus HSV-1, bien que maniére un
peu différente. Cette capacité de réplication varie donc en fonction des cellules mais est
identique pour Cgal+ ANGPTL3 Luc et Cgal+ hCMV Luc (comparer les figures 16 et 18).
On peut retenir de ces deux figures, que la production de virions a 54hpi est 10 000 fois
plus faible dans les hépatocytes primaires que dans les cellules VERO ou HepG2, mais
similaire a celle des cellules HeLa. Les cellules Huh7, Hep3B, WRL68 et Gli36 présentent
des permissivités intermédiaires tres similaires. Cette situation rend plus objective la
comparaison de l'activité d’'un promoteur entre ces différentes lignées.
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Figure 16 : Courbe de croissance du virus HSV-1 Cgal+ ANGPTL3 Luc dans différents
types cellulaires (infection a une m.o.i. de 0,02).

Les tests luciférases réalisés en parallele de ces courbes de croissances (figures 17 et 19)
illustrent le comportement des promoteurs ANGPTL3 et hCMV lors de la propagation du
virus et montrent que ces promoteurs peuvent étre actifs dans tous les types cellulaires,
mais avec des intensités différentes. Comme dans 'expérience de la figure 15, I'activité
luciférase est tributaire de la charge virale, qui augmente au fur et a mesure des cycles
de réplication et elle varie donc avec la permissivité de chaque type cellulaire. L’échelle
logarithmique utilisée dans les figures 17 et 19 met en évidence les variations et les
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changements de pente de la cinétique d’activité des promoteurs lors d’une infection a
m.o.i. 0,02. Les cellules VERO et HepG2 montrent une activité plus précoce du promoteur
ANGPTL3 (figure 17). Dans les cellules Huh7 ou Hep3B, moins permissives, I'activité
luciférase commence plus tardivement. Le promoteur hCMV (figure 19) semble moins
dépendant des conditions influengant la transcription aux premieres heures du cycle et
propres a chaque type cellulaire.

Les figures 20 a 23 reprennent une partie des résultats des figures 16 a 19 pour se
focaliser plus précisément sur l'activité des promoteurs ANGPTL3 et hCMV dans les
lignées de cellules HCC Huh7 et Hep3b, ainsi que dans les hépatocytes primaires. Aux
heures plus tardives de I'infection a faible m.o.i., apres plusieurs cycles de réplication, les
figures 21 et 23 montrent que le promoteur ANGPTL3 reste inactif dans les cellules
d’hépatocytes primaires mais devient actif dans les cellules Huh7 et Hep3B (figure 21)
et ceci malgré la multiplication évidente du virus dans ces cellules (figure 20). Par
contre, le promoteur non spécifique hCMV est actif dans les 3 types cellulaires (figures
22 et 23). On remarquera donc que, malgré la production de particules virales dans tous
les types cellulaires, l'activité du promoteur ANGPTL3 est quasi nulle dans les
hépatocytes mais tres significative dans les cellules Hep3B et Huh7. Ces résultats
montrent donc que l'activité du promoteur ANGPTL3, contrairement a celle du
promoteur hCMV, est dépendante du type cellulaire.
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Figure 17 : Activité luciférase dépendant du promoteur ANGPTL3 au cours du temps
post infection a faible m.o.i. sur différentes lignées cellulaires. Tests luciférase réalisés
en parallele de la courbe de croissance de la figure 16.
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Figure 18: Courbe de croissance du virus HSV-1 Cgal+ hCMV Luc dans les différents
types cellulaires (infection a une m.o.i. 0,02).
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Figure 19: Activité luciférase au cours du temps post infection a faible m.o.i. Tests
luciférase réalisés en parallele de la courbe de croissance de la figure 18.
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Figure 20: Courbe de croissance du virus Cgal+ ANGPTL3 Luc dans des hépatocytes
primaires et dans des lignées de cellules d'HCC (Hep3B et Huh7) infectées avec une
m.o.i. de 0,02.

140
120
Hepatocytes

S 100 - ANGPTL3
]
<
2 80
) —&—Huh7
- ANGPTL3
2 60 -
o
A
9 40 -
c —/—Hep3B
9 | ANGPTL3
b7 20 .
v L 4
=
§ 0 T T T T T 1
-l 0 10 20 30 40 50 60

Heures post infection m.o.i. 0,02

Figure 21 : Cinétique d’activation du promoteur ANGPTL3 en fonction du type cellulaire.
Tests d’activité luciférase réalisés en parallele de la courbe de croissance de la figure 20.
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Figure 22 : Courbe de croissance du virus Cgal+ IGR20 hCMV Luc dans des hépatocytes
primaires et dans des lignées de cellules HCC (Hep3B et Huh7) infectées avec une m.o.i.

de 0,02.
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Figure 23 : Cinétique d’activation du promoteur hCMV en fonction du type cellulaire.
Tests d’activité luciférase réalisés en parallele de la courbe de croissance de la figure 22.
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L’ensemble de ces résultats suggere que, lorsque les cellules sont infectées a faible
multiplicité d’infection, I'activité de chaque promoteur dépend a la fois de la capacité
inhérente au promoteur de s’exprimer dans un type cellulaire particulier, et de la
permissivité spécifique de chaque type cellulaire a la multiplication virale d’HSV-1.
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2. Etude de I'activité des promoteurs d’intérét au cours d’'un
seul cycle de réplication

a. Etudes de cinétique des différents promoteurs
d’intérét

Dans les paragraphes suivants, j’ai étudié I'activité des promoteurs dans le contexte d’'un
cycle viral unique. C’'est le cas lors d’une infection avec une m.o.i. supérieure a 1, en
I'occurrence une m.o.i. 5, ou toutes les cellules sont infectées dés le début de l'infection
et, par conséquent, les virions produits apres le premier cycle de réplication ne trouvent
plus de cellules saines dans lesquelles se propager. Les événements observés sont donc
représentatifs des phénomenes se produisant en cycle unique et permettent de mesurer
des parametres moléculaires se rapportant a un seul cycle de réplication.

La figure 24 montre l'activité des différents promoteurs dans la lignée Huh7, au cours
d’'une cinétique d’infection a 5 pfu/cellules. On peut observer dans cette figure que les
promoteurs AFP, ANGPTL3 et 9xHRE en I'absence de DFO, ont une cinétique d’activité
relativement similaire, qui est détectée a partir de 4hpi. L’activité du promoteur 9xHRE
augmente tres significativement en présence de DFO, et ceci dés 2hpi, tout comme celle
des promoteurs ADH6 et hCMV, qui restent néanmoins plus faibles.
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Figure 24 : Cinétique d’activation des promoteurs d’intérét. Tests luciférase mettant en
évidence les différentes cinétiques d’activité des promoteurs cellulaires dans les cellules
Huh?7 infectées a m.o.i. 5.
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Figure 24 bis : Cinétique d’activation des promoteurs d’'intérét. Tests luciférase mettant
en évidence les différentes cinétiques d’activité des promoteurs cellulaires dans les
cellules Huh7 infectées a m.o.i. 5 par les virus Cgal+ Prom Luc. Chaque point représente
la moyenne de trois expériences.
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Figure 24 ter : Cinétique d’activation des promoteurs d’intérét. Tests luciférase mettant
en évidence les différentes cinétiques d’activité des promoteurs cellulaires dans les
cellules WRL68 infectées a m.o.i. 5 avec les virus Cgal+ Prom Luc. Chaque point
représente la moyenne de trois expériences.
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Les figures 24 bis et 24 ter reprennent les mémes conditions expérimentales que celles
de la figure 25 mais I'étude est menée simultanément sur deux types cellulaires Huh7 et
WRL68 et inclue le promoteur Us3. Le profil d’activation des promoteurs est conservé
sur Huh7. Les promoteurs ANGPTL3 et AFP ont une cinétique proche de celle du
promoteur Us3. Dans les cellules WRL68, 'activité de tous les promoteurs est diminuée
a 'exception de celle du promoteur hCMV et, dans une moindre mesure du promoteur
E2F1. 1l est intéressant de constater que le promoteur Us3 est également inactif alors
que le virus HSV-1 se réplique efficacement dans ces cellules (figure 18). L’analyse des
promoteurs AFP et ANGPTL3 confirme qu’ils ont une activité minimale dans ces cellules
dérivées d’hépatocytes.

L’expérience montrée dans la figure 25 confirme avec quelques petites modifications,
I'augmentation de I'activité luciférase exprimée par les différents promoteurs dans les

figures 24 et 24 bis.
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Figure 25 : Cinétique sur deux points et comparaison des promoteurs. Tests luciférase
réalisés a 8 et 16 hpi a partir de 3,5.105 cellules Huh7 infectées avec les virus
recombinants dérivés de Cgal+. Les valeurs de luciférase des promoteurs hTERT,
ANGPTL3 et 9xHRE ne sont pas différentes du taux basal a 8hpi.

Les figures 24 et 25 nous montrent donc des cinétiques d’activité, que nous appellerons,
absolues, c’est a dire, variables seulement en fonction du temps post-infection.
Cependant, comme nous l'avons indiqué dans la partie I de l'introduction, les
promoteurs viraux HSV-1 peuvent étre divisés en 3 catégories cinétiques (o, f et y) sur
la base de leur dépendance vis a vis de 2 événements moléculaires, a savoir (i) la
présence des protéines activatrices tres précoces et (ii) la réplication de I’ADN viral.
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b. Dépendance des promoteurs cellulaires vis a vis des
fonctions d’HSV-1

Les expériences suivantes ont donc pour objectif d’évaluer la dépendance éventuelle de
I'activité des différents promoteurs cellulaires vis a vis du cycle de réplication virale, non
pas en fonction des temps post-infection, mais en fonction des événements moléculaires
du cycle HSV-1, c’est-a-dire, présence de protéines virales tres précoces et réplication de
I’ADN viral. Il s’agit dans ce chapitre d’étudier si les promoteurs cellulaires placés dans
le génome HSV-1 se comportent comme des promoteurs viraux o,  ou y. L'acide
phosphonoacétique (PAA) est un inhibiteur de la DNA polymérase virale et bloque donc
la réplication de I’ADN viral. Par conséquent, les promoteurs viraux qui dépendent de la
réplication de I'’ADN viral pour étre actifs (promoteurs y ou tardifs), ne s’expriment pas
en présence de PAA, et le cycle de réplication s’arréte pendant la phase d’expression £.
Dans ces conditions, seuls les promoteurs o et f§ sont actifs. La mise au point de ces
expériences a nécessité de modifier le protocole du test 3-gal (p-galactosidase Enzyme
Assay System) tel que fourni par Promega. Le tampon de lyse RLB a été remplacé par le
Glo Lysis Buffer (promega) et la réaction enzymatique de la [-galactosidase a été
stoppée par une solution de Tris base 1M en remplacement du carbonate de sodium. Les
virus de souche D30EBA n’expriment pas la protéine essentielle ICP4. Par conséquent,
les promoteurs et y ne pourront pas s’exprimer et seuls les promoteurs o, ne
dépendant pas de la présence d’ICP4, seront actifs dans ces conditions d’infection.
L’absence du gene rapporteur de la B-galactosidase dans le génome des virus D30EBA
ne nous permet pas de normaliser cette infection par rapport a 'expression interne -
gal. Le temps post infection choisi pour arréter I'infection est relativement tardif par
rapport a la durée théorique du cycle d’HSV-1 afin de pouvoir évaluer le comportement
des génes y.

Les figures 26 et 26 bis représentent une méme expérience, réalisée deux fois
indépendamment, sur les cellules Huh7 infectées a haute multiplicité. Le virus D30EBA
promUS3 Luc n’est pas inclus dans cette expérience. Ces deux expériences montrent
clairement que seuls les promoteurs hCMV, 9xHRE en présence de DFO, et AFP (bien que
tres faiblement) expriment la luciférase dans le contexte du virus D30EBA, c’est a dire,
en absence d’ICP4 et peuvent, de ce fait, étre considérés comme des promoteurs de type
o (je reviendrai plus bas sur le promoteur 9xHRE).

En revanche, les promoteurs ADH6, ANGPLT3, E2F1, et 9xHRE en absence de DFO, ne
s’expriment pas dans un contexte D30EBA mais ils s’expriment dans un contexte Cgal+.
Autrement dit, ils ne se comportent pas comme des promoteurs o car ils ont besoin
d’ICP4 pour s’exprimer. De plus, lorsqu’ils sont exprimés a partir du génome Cgal+, ces
promoteurs montrent des activités luciférase tres similaires en absence ou en présence
de PAA. Ils ne dépendent donc pas de la synthese d’ADN viral pour s’exprimer et
peuvent, de ce fait, étre considérés comme des promoteurs de type . Avec quelques
variations quantitatives peu significatives, les figures 26 et 26 bis montrent des résultats
trées proches. La conclusion qui s'impose est que, au moins dans les cellules Huh7
infectées a haute multiplicité, les promoteurs HCC spécifiques ADH6 et ANGPTL3 se
comportent comme des geénes  (tout comme E2F1), alors que AFP se comporte plutot
comme un gene o (*** figure 26). La présence d'une différence faible mais significative
(*) entre les valeurs avec et sans PAA pour les promoteurs ADH6 et E2F1 suggére que
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ces promoteurs ont tendance a se comporter comme des promoteurs y ou tout au moins
que la quantité de luciférase exprimée bénéficie de la réplication de 'ADN. De manieére
intéressante, le promoteur 9xHRE est de type  en absence de DFO mais s’active tres
fortement en présence de DFO, comme si la molécule DFO pouvait se substituer au
transactivateur ICP4.
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Figure 26 : Etude de la dépendance des promoteurs cellulaires vis a vis d’"HSV-1. Tests
luciférase réalisés sur 5.104 cellules Huh7 a 18 hpi. Les valeurs luciférase ne sont pas
corrigées par les valeurs -gal. La ligne en points tillés noire représente I'activité basale
en absence d’expression luciférase. La valeur HSV-1 ADH6+PAA est significativement
différente de HSV-1 ADH6 (*). Idem pour E2F1 (*). Activité significative du promoteur
AFP dans le génome D30EBA. Pour tous les autres virus, il n'y a pas de différences
significatives entre avec ou sans PAA et entre leur valeur d’activité luciférase dans
D30EBA et la valeur basale de luminescence (wt).
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Figure 26 bis: Etude de la dépendance des promoteurs cellulaires vis a vis d’"HSV-1.
Tests luciférase réalisés sur 4.10* cellules Huh7 a 20hpi. Les valeurs luciférase ne sont
pas corrigées par les valeurs (3-gal. Le virus D30EBA ADH6 Luc n’est pas représenté.
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Enfin, dans la figure 27, les résultats de la figure 26 sont normalisés par les valeurs de 3-
gal exprimée sous contrdle du promoteur hCMV, dans tous les virus dérivés de Cgal+
afin de comparer l'activité avec et sans PAA. On peut observer que les résultats ne
changent pas d’un point de vue qualitatif, par rapport a la figure 26. Pour chaque virus, Il
n'y a pas ou plus de différence significative de l'activité promotrice en absence ou
présence de PAA. Par conséquent, les promoteurs étudiés se comportent comme des
promoteurs de type 3 qd ils ne se comportent pas comme des promoteurs o (AFP et
9xHRE + DFO).
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Figure 27 : Etude de la dépendance des promoteurs cellulaires vis a vis d’'HSV-1. Tests
luciférase réalisés sur cellules Huh7 a 18hpi et correspondant a I'expérience de la Fig.
26. Les valeurs luciférase sont ici corrigées par les valeurs -gal.

Dans le tableau 5 nous avons comparé les activités luciférase mesurées en présence ou
en absence de PAA, de la figure 27, et exprimés comme le rapport entre ces deux valeurs.
Les valeurs luciférase semblables, avec et sans PAA, confirment que ces promoteurs sont
de type B mais également que les promoteurs actifs sont ceux des génomes entrant et
non ceux des génomes produits suite a la réplication de I’ADN. L’activité luciférase dans
ces conditions est un marqueur de l'infection et non de la réplication.

Lorsque j'ai réalisé ces mémes expériences dans les cellules WRL68 (hepatocyte-like),
en utilisant les virus recombinants de souche Cgal+, 'activité luciférase observée est tres
faible avec I'’ensemble des promoteurs, excepté hCMV, tant en présence qu’en absence
de PAA. Seuls les promoteurs E2F1, 9xHRE en présence de DFO, et éventuellement AFP,
montrent une activité faible mais significative par rapport aux cellules infectées par le
virus Parental controle (figure 28). Dans cette expérience, les promoteurs ANGPTL3 et
ADHG6 n’ont montré aucune expression dans les cellules WLR68. Nous avons conclu que
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'activité de ces promoteurs est tres faible sur les cellules WRL68 et n’avons donc pas

testé les virus dérivés de la souche D30EA.

Sans PAA/PAA

hCMV

ADHG6

AFP

ANGPTL3
E2F1

O9xXHRE

O9xHRE + DFO
promuUs3

0,9

N NI
ONWNOUNAH

~

Tableau 5 : Rapport des activités luciférase mesurées sans et avec PAA pour chaque

promoteur dans la figure 27.
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Figure 28 : Etude de la dépendance des promoteurs cellulaires vis a vis d’"HSV-1. Tests
luciférase réalisés sur cellules WRL68 a 18hpi et correspondant. Lesﬂvaleurs luciférase

sont corrigées par les valeurs 3-gal.
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c. Comparaison de l'activité des promoteurs dans les
cellules Huh7 et dans les hépatocytes primaires
humains.

Les expériences décrites dans les paragraphes précédents ont été réalisées dans des
cellules Huh7 ou WRL68, mais a des temps d’infection différents, et avaient surtout pour
nous valeur de mise au point, avant de réaliser des expériences comparatives sur des
hépatocytes humains frais. Dans les expériences décrites dans les figures 29 et 30
(comparaison directe entre cellules Huh7 et hépatocytes infectées par les recombinants
de souche Cgal+), les valeurs ont été normalisées entre les deux types cellulaires en
tenant du nombre de cellules. Les cellules ont été infectées a haute multiplicité (m.o.i. 5)
et les infections ont été arrétées a deux temps différents, 10hpi et 20hpi.

On observe que tous les promoteurs étudiés sont plus actifs dans les cellules Huh7 que
dans les hépatocytes aux deux temps étudiés, bien que les activités différentielles soient
plus significatives a 20hpi. Cette activité différentielle a été mise en évidence de maniere
quantitative en calculant le rapport de 'activité luciférase dans les Huh7 et dans les
hépatocytes (tableaux 6 et 7). A 10hpi, I'activité est faible dans les hépatocytes pour la
plupart des promoteurs.
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Figure 29 : Evaluation de la spécificité HCC des différents promoteurs. Tests luciférase
réalisés sur 4.10% cellules d’hépatocytes primaires ou Huh7 infectées a 5 pfu/cellule. Les
infections sont arrétées a 10hpi. Contrairement a tous les autre virus (*), les valeurs
luciférase des virus ANGPTL3 et AFP ne sont pas différentes du taux basal dans les
hépatocytes
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wt IGR20 Huh7 | Hépatocytes | Rapport
hCMV 39017 6909 5,6
ADHG 643 272 24
AFP 802 140 5.7
ANGPTL3 703 208 34
EZF1 1458 294 5,0
9xHRE 119 205 0,6
9xHRE+DFO 4914 1489 3,3
promUs3 1283 323 4.0

Tableau 6 : Rapport des activités luciférase sur Huh7 et hépatocytes humains primaires
humains pour chaque promoteur, présentés dans la figure 29.

A 20hpi, les promoteurs plus intéressants en terme de ciblage des HCC seraient donc les
promoteurs AFP, ANGPTL3, et 9xHRE+DFO (tableau 7).

P Hépatocytes primaires
Bl Cellules d"HCC Huh?

100000 7

Activite luciférase (photons/sec)
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ANGPTL3
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E2F1 9xHRE
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Figure 30 : Evaluation de la spécificité HCC des différents promoteurs. Tests luciférase
réalisés a 20hpi a partir de 5.10# cellules d’hépatocytes primaires ou d’'Huh7 infectés

avec une m.o.i. 5.
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wt IGR20 Huht Hepatocytes Rapport
hCMV 43310 3970 11
ADHE 6137 908 7
AFF 2003 83 24
ANGPTL3 3223 236 14
EZF1 665 195 3
9xHRE 2310 195 12
9xHRE DFO B1812 G609 102

Tableau 7 : Rapport des activités luciférase sur Huh7 et Hépatocytes primaires humains
pour chaque promoteur présenté dans la figure 30.

Les valeurs des tableaux 6 et 7 peuvent étre comparées aux valeurs d’activité
transcriptionelle différentielles tel que proposé par UniGene dans le tableau 2. Ainsi
I'ordre d’activation différentiel décroissant est respecté entre ces deux études pour les
promoteurs AFP, ANGPTL3 et ADH6. Le rapport TPM d’E2F1 est semblable a son ratio
d’activité luciférase a 10 hpi mais pas a 20 hpi, suggérant une activité courte de ce
promoteur durant le cycle viral d’"HSV-1.

Enfin, pour tester le potentiel de ciblage des promoteurs, j'ai entrepris une étude
préliminaire sur un large panel de types cellulaires. ]'ai simultanément infecté pendant 8
heures a m.o.i. 5 les deux lignées d’hépatome (Huh7 et Hep3B), une lignée
d’hépatoblastome (HepG2), deux lignées cellulaires dérivés de cancers non hépatiques
(HeLa et Gli36), et deux lignées cellulaires établies d’origine hépatique (WRL68 et
HepaRG). Les données sont présentées apreés une normalisation simple du nombre de
cellules (figure 31). La comparaison entre types cellulaires sur la base du nombre de
cellules, ne tient pas compte de la permissivité propre a chaque type cellulaire (voir
commentaires de la figure 16). Ces résultats préliminaires permettent néanmoins de
noter que les promoteurs AFP et ANGPTL3 sont spécifiquement actifs dans les HCC et
ces deux promoteurs ont des activités comparables. Ces promoteurs ne s’expriment que
tres faiblement sur les autres types cellulaires, cancéreux ou pas. La lignée HepG2
semble d’ailleurs étre la lignée permettant la plus forte expression, de maniere
semblable pour ces deux promoteurs. La lignée HepG2 est une lignée d’hépatoblastome,
un cancer du foie issu d’hépatoblastes et apparaissant apres la naissance. D’autres
promoteurs, comme E2F1, hTERT ou HRE s’expriment de maniére relativement faible
dans les cellules WRL68 et HepaRG, mais beaucoup plus intensément sur les autres
cellules cancéreuses, indiquant qu’ils ne sont pas spécifiques d’"HCC.
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Figure 31 : Comparaison de l'activité luciférase sous controle des différents promoteurs
dans différents types cellulaires apres infection pendant 8 heures a une m.o.i. 5 avec les
recombinants Cgal+. Les valeurs sont normalisées par rapport au nombre de cellules.
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3. Etude in vivo des promoteurs de ciblage

Pour compléter I'étude des promoteurs, quelques expériences ont été menées sur un
modele de tumeur Huh7 implantées sur souris athymiques, en collaboration avec
I’équipe du Dr. Ruben Hernandez-Alcoceba de I'Université de Navarra, a Pampluna
(Espagne). Avec ces études in vivo, on a cherché a démontrer la spécificité du promoteur
pour les tissus HCC et de tester son inactivité dans les tissus sains de I'organisme que
I'infection peut atteindre. Ces expériences ont été de nouveau réalisées et sont
présentées dans l'article en annexe. Dans cet article, la figure 5 reprend le protocole de
la figure 34 et ajoute les images permettant de suivre I'activité des promoteurs dans les
tumeurs sous cutanées Huh7. La figure 6 de l'article en annexe montre ces deux
expériences sur des souris immunocompétentes greffées avec une tumeur HCC
syngénique. Les résultats sont similaires a ceux de la figure 5 de I'article en annexe.

Dans l'expérience de la figure 32, le promoteur hCMV est anormalement faible en regard
des résultats obtenus in vitro et dans d’autres expériences in vivo. On peut considérer
que l'infection par le virus Cgal+ hCMV Luc dans cette expérience n’a donc pas été
effective. L’évolution des moyennes d’activité pour les autres promoteurs montre un
schéma d’expression similaire a celui de la figure 24, pour les promoteurs ANGPTL3 et
9xHRE.
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Figure 32 : Comparaison de l'activité des promoteurs hCMV, E2F1, ANGPTL3 et 9xHRE
sur un modele de xénogreffe d’HCC humains sur souris nude. Tests luciférase réalisés
sur souris athymiques a différents jours post infection. Les tumeurs Huh7 sous-cutanées
sont injectées avec 10° pfu de virus Cgal+ prom Luc. Chaque point est une moyenne des
résultats obtenus sur 5 animaux.
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Cette expérience a été reconduite (figure 33) et confirme une activité stable des quatre
promoteurs jusqu'a 15 jours post infection. Le promoteur hCMV montre la plus forte
activité, dans le tissu tumoral et dans le foie. L’analyse des résultats concernant I'activité
des promoteurs dans le tissu hépatique murin doit tenir compte du fait qu’il s’agit de
promoteurs humains et que la permissivité des hépatocytes murins a l'infection HSV-1
peut ne pas étre la méme que celle des hépatocytes humains. Néanmoins, comme on I'a
vu précédemment, I'activité luciférase sur une longue période de temps (supérieure a un
cycle) est un marqueur de la réplication virale. Ainsi, le virus Cgal+ hCMV Luc, d’apres
son activité luciférase croissante dans le foie, est susceptible de s’y multiplier. Par
conséquent, les résultats montrent que sa différence d’activité entre le foie et la tumeur
Huh7, importante au début, s’'amenuise avec le temps. Néanmoins, il faut préciser que
les sites d’infection hépatiques et tumoraux sont différents. La réception de photons
émis depuis le foie est atténuée par les tissus de la paroi abdominale. Ce qui n’est pas le
cas pour les tumeurs en position sous cutanée. L’activité différentielle est nettement
plus importante pour les 3 autres promoteurs et, surtout, elle reste constante et tres
faible dans le foie, suggérant que ces promoteurs ne s’expriment pas dans le tissu
hépatique, malgré la multiplication virale.

La perte d’activité a 3 jours post infection dans le foie pour le virus Cgal+ hCMV Luc est
interprétée comme la conséquence de la clairance hépatique, qui est une des principales
barrieres a l'infection oncolytique par voie systémique, mais également un moyen de
protection du tissu hépatique. Cette supposition devra étre confirmée par des tests de
cytotoxicité hépatique.
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Figure 33: Activité des promoteurs hCMV, E2F1, ANGPTL3 et 9xHRE dans des
xénogreffes de tumeurs d’HCC humains ou dans le foie de souris nudes. Injection
intrahépatique de 2.10°> pfu ou intratumorale de 10°> pfu de virus recombinants Cgal+
exprimant la luciférase sous contréle des promoteurs hCMV, ANGPTL3, E2F1, et 9xHRE.
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La figure 34 présente l'activité luciférase in situ. On observe avec le virus Cgal+ hCMV
Luc que l'activité luciférase réapparait apres la diminution a 3 jours post infection. Tous
les animaux infectés meurent des suites neurologiques de I'infection HSV-1, quelque soit
le virus recombinant Cgal+ injecté. Cependant a aucun moment on ne voit une activité
luciférase exprimée par les virus recombinants contenant Luc sous contréle des
promoteurs ANGPTL3, E2F1 ou 9xHRE. L’activité luciférase captée par une caméra a
photon permet une résolution au niveau tissulaire d’environ 50 000 cellules.
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Figure 34 : Activité luciférase in vivo des promoteurs hCMV, E2F1, ANGPTL3 et 9xHRE.
Injection intrahépatique de 2.105 pfu de virus recombinants Cgal+ exprimant la
luciférase sous controle des promoteurs hCMV, ANGPTL3, E2F1 et 9xHRE.

En conclusion, 'émission de photon dans la durée et sur une large zone, bien visible
dans le cas d’HSV-1, démontre la multiplication des virus recombinants HSV-1 et leur
aptitude a se propager dans un tissu. Ce faisant, ces expériences ont démontré la
spécificité du promoteur ANGPTL3 pour les tissus de HCC. Bien qu'il s’agisse de tissus
murins, la non-activité de ce promoteur dans les tissus sains de l'animal, mise en
évidence par I'absence de photons, est une donnée encourageante pour son utilisation
en virothérapie oncolytique
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4. Conclusions de I'étude des promoteurs de ciblage

En conclusion, nous avons dans cette étude identifié par une recherche bibliographique
un certain nombre de promoteurs spécifiques d’HCC, et nous avons confirmé qu'ils
s’expriment de maniere différentielle dans les cellules d’hépatome, méme lorsqu’ils
s’expriment a partir du génome HSV-1.

J'ai construit plusieurs virus recombinants, exprimant la luciférase sous controle de
promoteurs HCC-spécifiques ou cancer-spécifique. L'utilisation du systéme rapporteur
luciférase a permit de caractériser de maniere quantitative la cinétique, la force et la
spécificité de ces promoteurs dans le génome HSV-1. Dans le but de cibler le gene viral
Us3, ces promoteurs cellulaires ont été comparés au promoteur viral Us3. Une nouvelle
caractéristique a été établie pour ces promoteurs cellulaires en montrant leur degré de
dépendance vis a vis d’"HSV-1. Ces résultats m’ont permis de montrer que la plupart de
ces promoteurs ont une cinétique virale de type . L'objectif de rationaliser I'étape du
choix du promoteur dans la construction de virus oncolytiques ciblés s’appuie sur
I’ensemble de ces données pour permettre a terme d’identifier des éléments de décision
dans le choix d’'un promoteur cellulaire en fonction du gene viral a cibler.

De l'ensemble de mes résultats, je conclue que plusieurs promoteurs montrent des
activités, parfois faibles, mais spécifiques des cellules d’'HCC, tant a faible qu’a haute
multiplicité d’expression, en culture de cellule que chez des souris athymiques. Au terme
de cette évaluation, nous avons décidé d’utiliser deux de ces promoteurs, les promoteurs
ANGPTL3 et 9xHRE, pour cibler I'expression de la protéine Us3, ce qui sera développé
dans le chapitre suivant.
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IV. Virus oncolytiques ciblant I'expression de la protéine virale
Us3.

Nous avons choisi de cibler le gene codant pour la protéine Us3 d’"HSV-1. Comme nous
I'avons déja mentionné la protéine Us3 est un inhibiteur de la réponse apoptotique
induite dans les cellules infectées. L'idée est que, lorsque le gene est mis sous controle
d’'un promoteur spécifique d’HCC, il devrait s’exprimer dans les hépatomes, et la
protéine Us3 bloquerait I'apoptose précoce, et permettrait la multiplication et la
dissémination du virus dans la masse tumorale. Dans les hépatocytes, en revanche,
I'absence ou la faible activité de ce promoteur ne suffiront pas a éviter 'apoptose, et les
cellules mourront sans produire le virus. Dans ce chapitre, je décris la construction d’'un
virus HSV-1 contenant le gene Us3 sous contrdle des promoteurs 9xHRE ou ANGPTL3,
ainsi que certaines propriétés de ces recombinants, que nous somme toujours en train
de caractériser.

1. Construction des virus oncolytiques

La construction de ces virus oncolytiques comporte plusieurs étapes. Tout d’abord,
I'ORF Us3 a été totalement retirée du génome HSV-1, en utilisant la technique BAC. En
effet, il est important que le génome HSV-1 Us3- ne contienne aucune séquence d’'Us3
afin d’éviter les recombinaisons homologues illégitimes lors de la réintroduction du
gene Us3 sous contrdle des promoteurs cellulaires. La technique de production du virus
HSV-1 Us3- est illustrée dans la figure 35. Un plasmide, contenant le géne galK flanqué
des séquences homologues aux séquences situées en amont et en aval de I'ORF Us3 est
introduit dans des bactéries contenant le génome HSV-1 cloné dans un BAC, et les
bactéries recombinantes, c’est a dire capables de pousser dans un milieu sélectif, ont été
sélectionnées. Ensuite, la séquence BAC (qui est entourée par deux sites loxP) est
éliminée par transfection du génome recombinant dans les cellules de mammifére TE-
CRE-Grina, qui expriment la recombinase Cre. Ces cellules produisent le virus HSV-1
Us3-.

Apres avoir produit et caractérisé le virus HSV-1 Us3- (voir plus bas), j’ai réintroduit le
geéne Us3, cette fois sous contrdle des promoteurs ANGPTL3 ou 9xHRE, dans la région
IGR20, en suivant la méme méthodologie que celle utilisée pour construire les virus
Cgal+ prom Luc (voir figure 7). Cette seconde étape a été réalisée donc en deux étapes.
J’ai d’abord introduit le gene hCMV GFP dans le locus IGR20 et, aprés avoir identifié,
sélectionné et produit le virus GFP correspondant, j’ai éliminé le gene GFP rapporteur en
transfectant les cellules avec les plasmides de recombinaison IGR20 ANGPTL3 Us3 ou
IGR20 9xHRE Us3. J'ai ainsi produit une batterie de 4 virus, a savoir : (i) HSV-1 17+, (ii)
HSV-1 Us3-, (iii) HSV-1 ANGPTL3 Us3 et (iv) HSV-1 9xHRE US3.
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Figure 35 : Schéma de production du virus HSV-1 Us3- par la technique BAC.
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2. Caractérisation génétique des virus Us3 recombinants

La structure génétique de ces 4 virus a été vérifiée par comparaison de leurs profils de
restriction (figure 36) et par des analyses PCR dont les primers ont été choisis de telle
sorte qu'ils permettent de différencier les différentes insertions (galK, 9xHRE Us3,
ANGPTL3 Us3) ainsi que leur localisation (IGR20, ORF Us3).

M1 2 3 4

Figure 36 : Profils de restriction des ADN des virus HSV-1 17+ (colonne 1), HSV-1 9xHRE
Us3 (colonne 2), HSV-1 ANGPTL3 Us3 (colonne 3) et HSV-1 Us3- (colonne 4). L’ADN
viral est digéré par I'enzyme de restriction BstBI puis il est analysé par électrophorese
en gel d’agarose 1%. Le fragment indiqué par la fleche bleue contient 'ORF Us3. Les
fleches vertes pointent le nouveau fragment obtenu suite au remplacement de I'ORF Us3
par 'ORF galK (qui contient un site BstBI). Les fleches rouges montrent que la taille du
fragment de restriction contenant le locus IGR20 augmente lorsqu’il contient la
séquence promUs3 .
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3. Analyse de l'expression d'Us3 sous controle des
promoteurs ANGPTL3 ou 9xHRE.

Apres avoir confirmé la structure génétique des 4 virus, j'ai vérifié si leurs profils
d’expression d’Us3 étaient corrects. Pour cela, j'ai réalisé des Western Blots a partir de
cellules Huh7 infectées avec les 4 virus et mis en évidence la présence ou I'absence de la
protéine Us3 en utilisant un anticorps spécifique d’'Us3 qui nous a été fourni par le Dr. B.
Roizman. Le résultat de cette expérience se trouve dans le figure 37. On peut voir dans
cette figure que le virus parental HSV-1 17+ exprime bien un doublet de protéines
correspondant aux deux formes d'Us3 (en effet, une deuxieme protéine, nommé Us3.5,
synthétisée a partir d'un ATG interne de '’ARNm, est souvent détecté dans les cellules
infectées, voir piste 2). Ce doublet est absent dans les cellules non infectées (piste 1),
ainsi que dans les cellules infectées avec le virus délété HSV-1 Us3-, illustrant bien la
perte du gene correspondant (piste 5). En revanche, le virus exprimant Us3 sous
controle du promoteur 9xHRE exprime bien la protéine Us3 (piste 3) et le promoteur
9xHRE est par ailleurs activé par le DFO (piste 4), indiquant que ce promoteur reste
inductible dans ce contexte. Dans le cas du promoteur ANGPTL3, nous observons
également la présence d'Us3 mais en quantité plus faible.

kDa M 1 2 3 4 T M M 1 2 & E M

Figure 37 : Western Blot a partir de cellules Huh7 non infectées (1) ou infectées 24h a
m.o.i. 5 avec HSV-1 17+(2). HSV-1 9xHRE Us3 (3). HSV-1 9xHRE Us3 + DFO (4). HSV-1
Us3- (5). HSV-1 ANGPTL3 Us3 (6). (M) marqueur de poids moléculaire en kDa.
L’anticorps de lapin anti-Us3 met en évidence une bande non-spécifique (fleche bleue)
et deux bandes spécifiques des deux formes d’Us3 (fleches vertes et rouges). La fleche
rouge correspond a l'isoforme a 52kDa qui est plus documentée de la protéine Us3.
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4. Croissance des virus oncolytiques.

Ayant observé que les virus recombinants expriment la protéine Us3, j’ai comparé leurs
capacités de multiplication a celle du virus délété HSV-1 Us3-. J'ai infecté des cellules
Huh?7 et HeLa, en conditions de normoxie, et a faible multiplicité d’infection (m.o.i. 0.02)
avec les 4 virus étudiés dans ce chapitre. Les infections sont arrétées a 4 jours post-
infection et le nombre de particules est titré. Les résultats sont montrés dans les figures
38, 39 et 40. On peut voir dans la figure 38 que le virus HSV-1 Us3- produit environ 50
fois moins de particules dans les cellules Huh7 que le virus sauvage HSV-1 17+,
soulignant I'importance du gene Us3 pour une bonne multiplication du virus. Le virus
recombinant HSV-1 9xHRE Us3 est produit en quantités intermédiaires, indiquant que
ce promoteur permet 'expression d’Us3, au moins de maniéere partielle, et améliore les
conditions de multiplication du virus recombinant. La figure 39 présente des résultats
similaires sur cellules HeLa.

1,E+05 -

1,E+04 -

1,E+03 -

Pfu totales

LE+02 A

1,E+01 -

1,E+00 T .
HSV-1 17+ 9xHRE Us3 HSV-1 Us3 -

Cellules Huh7 68hpi, m.o.i. 0,02

Figure 38: Comparaison des productions des virus HSV-1 17+, HSV-1 9xHRE Us3 et
HSV-1 Us3-. Les cellules Huh7 sont infectées a m.o.i. 0,02. L'infection est arrétée a 68hpi.

Dans le cas du virus recombinant HSV-1 ANGPTL3 Us3, les résultats obtenus dans des
cellules HeLa et Huh7 sont différents. Alors que dans les cellules HeLa, infectées a faible
multiplicité par les 3 virus, on observe que le virus HSV-1 ANGPTL3 Us3 se multiplie
légerement mieux que le virus délété Us3- (figure 40), dans les cellules Huh7 on ne voit
pas un tel effet compensateur, le virus HSV-1 ANGPTL3 Us3 se multipliant aussi mal,
voire moins bien, que le virus délété (figure 41). Nous ne comprenons pas ce résultat
surprenant, mais il est possible que la faible activité du promoteur ANGPTL3, déja
observé par Westerns blots, ne suffise pas a permettre une synthése adéquate d’Us3.
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D’autre part, il faut tenir compte du fait que ces expériences n’ont été réalisées qu'une
seule fois et doivent par conséquent étre considérées comme préliminaires.

Enfin, j’ai infectée des cellules hepatocyte-like WRL68 avec les 4 virus, dans les mémes
conditions que précédemment. Les résultats obtenus de la figure 42 sont similaires a
ceux des figures 38 a 41 en ce qui concerne la corrélation entre l'expression
différentielle d’Us3 et la production virale. La faible activité du promoteur ANGPTL3,
tout comme 'activité basale plus intense du promoteur 9xHRE sur ces cellules, restent
néanmoins a confirmer.
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Figure 39 : Comparaison des productions des virus HSV-1 17+, HSV-1 9xHRE Us3 et
HSV-1 Us3-. Les cellules HeLa sont infectées a m.o.i. 0,02. L’infection est arrétée a 70hpi.
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Figure 40 : Production de virus HSV-1 17+, HSV-1 ANGPTL3 Us3 et HSV-1 Us3 -, 54
heures apres infection de cellules HeLa a m.o.i. 0,02.
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1,E+03 -
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1,E+00
parental ANGPTL3 Us3 Us3 -
HSV-1 17+

Cellules Huh7 78hpi m.o.i. 0,02

Figure 41 : Production de virus HSV-1 17+, HSV-1 ANGPTL3 Us3 et HSV-1 Us3-, 78
heures apres infection de cellules Huh7 a m.o.i. 0,02.
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Figure 42 : Production de virus HSV-1 17+, HSV-1 9xHRE Us3, HSV-1 ANGPTL3 Us3 et
HSV-1 Us3-, 70 heures apres infection de cellules WRL68 a m.o.i. 0,02.

Pour conclure ce chapitre, j'ai construit un virus délété du géne Us3 et deux autres virus
recombinants dans lesquels le géne Us3 a été ensuite réintroduit dans la région IGR20
du génome viral, soit sous controle du promoteur 9xHRE, soit sous contrdle du
promoteur ANGPTL3. Ces virus ont été produits et leur structure génétique a été validée
par des analyses de profils de restriction et par des PCR réalisées a partir des 3
génomes. Des analyses de Western blots ont confirmées qu’il n'y a pas d’expression
d’Us3 avec le virus délété et que Us3 est exprimée mais de maniere différentielle a partir
des deux virus recombinants. L'expression est considérablement plus intense avec le
promoteur 9XHRE en présence de DFO et tres faible, mais visible, en son absence,
montrant que ce virus permet d’exprimer la protéine US3 de maniere inductible. Le
recombinant exprimant Us3 sous controle du promoteur ANGPTL3 s’exprime faiblement
dans les cellules Huh?7.

Enfin, j’ai commencé d’étudier si 'expression d’Us3 sous controle de ces promoteurs
permet de rétablir un niveau de multiplication du virus similaire a celle du virus
parental HSV-1 17+. Le virus délété HSV-1 Us3- se multiplie en effet beaucoup moins
bien (pres de 100 fois moins) quelque soit le type cellulaire infecté. Le virus HSV-1
9xHRE Us3 montre des niveaux de production intermédiaires dans cellules HeLa, Huh7,
et WRL68 infectées a faible multiplicité d’infection et en absence de DFO, montrant que
cette expression d’Us3, méme faible, permet de rétablir au moins partiellement la
multiplication du virus délété. Les résultats obtenus avec le virus HSV-1 ANGPTL3 Us3
sont pour l'instant négatifs, 'expression d’Us3 sous contrdéle du promoteur spécifique
d’HCC ne permettant pas d’augmenter significativement la multiplication virale. Ces
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résultats restent néanmoins a confirmer car les expériences n’ont été réalisées qu’'une
seule fois.

Ce chapitre n’est donc pas encore terminé, mais j'ai construit des virus qui me
permettront de tester nos hypothéses de ciblage. Je suis actuellement, en train de mettre
au point des tests d’'inhibition de l'apoptose, ainsi que des tests nous permettant
d’évaluer la multiplication de ces virus dans les conditions adéquates. En particulier, le
virus HSV-1 9xHRE Us3 doit étre évalué dans de vraies conditions d’hypoxie et pas
seulement sous DFO qui, comme nous l'avons vu précédemment, interfere avec la
multiplication virale. Enfin, ces virus, en principe oncolytiques, doivent étre testés in
vivo, dans des modeéles animaux d’"HCC.
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DISCUSSION, CONCLUSIONS

La thérapie virale oncolytique se base sur la capacité des virus lytiques a se multiplier et
a se disséminer dans les cellules tumorales, entrainant leur destruction, sans pouvoir se
propager dans les tissus sains. Cette stratégie a été d’abord explorée en utilisant des
virus atténués, dans lesquels un gene viral est éliminé. Ces virus délétés montrent un
pouvoir réplicatif différentiel dans les cellules malignes capables de complémenter la
fonction manquante, alors que les cellules saines ne le peuvent pas. Cependant, cette
stratégie s’avere peu efficace, probablement du fait que la complémentation est partielle
parce que les protéines virales cumulent plusieurs fonctions et que toutes ne sont pas
complémentées par les cellules malignes. Le ciblage des virus oncolytiques au niveau
transcriptionel est utilisé comme une méthode alternative a la suppression des genes
viraux. En placant I'expression des genes viraux essentiels sous la dépendance de
promoteurs actifs spécifiquement dans les cellules tumorales, cette hypothese propose
de conserver I'expression des protéines concernées, et donc la production virale, dans
les cellules tumorales, permettant ainsi de détruire ces cellules, et d’'inhiber le cycle de
réplication dans les cellules non ciblées ou le promoteur spécifique est inactif. Si ce
ciblage de 'expression peut entrainer une agressivité accrue vis a vis de la tumeur, cette
stratégie s’avere aussi plus risquée en cas d’expression, méme faible, du gene ciblé dans
les cellules saines. Le ciblage transcriptionel peut également étre utilisé pour exprimer
des genes cytotoxiques depuis le génome viral infectant les cellules cancéreuses. Mon
projet de these a été d’explorer la possibilité de développer des virus oncolytiques
dérivés de I'HSV-1, ciblés au niveau transcriptionel pour I'expression de génes et la
destruction spécifique des carcinomes hépatocellulaires (HCC), et d’analyser leur
comportement dans des cellules saines et tumorales.

Dans ce but, nous avons sélectionné un ensemble de promoteurs, certains d’apres des
données de la littérature qui montraient un pouvoir de ciblage dans d’autres modéles
viraux, (promoteurs hTERT, E2F1, AFP, HRE), d’autres au terme d'un raisonnement qui
s’est appuyé sur 'outil informatique UniGene, une validation par RT-PCR et par ChIP,
ainsi que par des tests d’activité luciférase apres transfection et surinfection de cellules
(promoteurs ANGPTL3, ADH6). Ces promoteurs ont été clonés en amont du gene de la
luciférase de luciole et ont été introduits dans le génome du virus, toujours dans une
méme région intergénique (IGR20), et toujours dans la méme orientation, afin de ne pas
modifier I'expression des genes voisins. Ces unités de transcription ont été introduites
dans deux types d’HSV-1: un virus sauvage (Cgal+) et un virus défectif, délété du gene
codant pour la protéine essentielle trés précoce ICP4 (D30EBA), de maniére a comparer
I'activité des promoteurs dans deux contextes infectieux tres différents. Enfin, j’ai utilisé
ces virus pour infecter des cellules tumorales (HCC ou autres) ainsi que des cellules non
tumorales, incluant des hépatocytes humains frais, pour étudier certains parametres de
ces promoteurs. L’activité luciférase sensible est mesurée de facon précise. Ainsi, la
nature quantitative des résultats permet d’explorer finement les variations de
I'expression et m’a permis de créer plusieurs outils de caractérisation. J'ai ainsi défini,
grace a l'activité luciférase; i) la force stricte des promoteurs, ii) les courbes de
cinétiques absolues, iii) les courbes de cinétiques relatives au cycle de réplication virale
et iiii) I'activité différentielle dans différents types de cellules, que ce soit en culture de
cellules ou sur animaux. Dans la derniére partie de ma these, j'ai utilisé deux de ces
promoteurs (9xHRE et ANGPTL3) pour construire des virus oncolytiques, exprimant le
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géne viral anti-apoptotique Us3 sous le contrdle de ces promoteurs. J'ai fini la
construction de ces deux virus et confirmé leur nature recombinante par analyse de
I’ADN et I'expression de la protéine Us3. J’analyse actuellement leur capacité réplicative.
Les premiers résultats montrent que 'expression ciblée d’Us3 avec le promoteur 9xHRE,
a permis de rétablir de maniere significative la capacité du virus a se multiplier;
capacité perdue par le virus 17+ Us3- suite a la délétion du gene natif Us3.

De I'ensemble des résultats obtenus, il s’avere que la plupart des promoteurs étudiés ont
une activé tres faible, parfois nulle, dans les hépatocytes primaires humains frais et dans
les cellules WRL68, qui possedent plusieurs caractéristiques phénotypiques des
hépatocytes. D’autres résultats, montrent que ces promoteurs ont également une tres
faible activité dans les cellules VERO. Autrement dit, ils n'induisent pas d’activité
luciférase significative dans les cellules non cancéreuses. En revanche, presque tous ces
promoteurs (le promoteur hTERT étant une exception) induisent 'expression du gene
luciférase dans les différentes lignées cancéreuses testées, ce qui est tout a fait cohérent
avec leur définition de promoteurs spécifiques de cancer. Un autre fait a souligner est
que si les promoteurs de cancer non spécifiques d’un type de cancer particulier (E2F1,
HRE) s’expriment dans toutes les lignées tumorales que nous avons testées (et parfois
sur des cellules non tumorales mais en division active, comme le promoteurs E2F1), les
promoteurs spécifiques d'HCC (ADH6, ANGPTL3 et AFP) ne s’expriment que tres
faiblement dans des cancers autres que les HCC, montrant une spécificité remarquable.
Il est de plus particulierement important de signaler que ces promoteurs conservent
cette activité différentielle lorsqu’ils sont placés dans le génome HSV-1. Cette propriété
est la base méme de I'hypothése de virus oncolytiques a ciblage transcriptionel.

Dans le cas d'un géne cellulaire, son activité dans une cellule particuliére dépendra de la
présence de facteurs et cofacteurs de transcription, mais aussi de facteurs
épigénétiques, tels que la position du gene dans le noyau, son accessibilité, I'état de
méthylation de son ADN, ainsi que de I'acétylation, méthylation et autres modifications
des histones associées au gene en question. Lorsque les cellules sont infectées par HSV-
1, on observe une répression trés rapide et généralisée de l'expression génique,
provoquée par l'action de protéines virales, surtout au niveau post-transcriptionel
(destruction des ARNm par la protéine virale vhs, inhibition de I'épissage par la protéine
virale ICP27, comme nous I'avons dit au début de ce document). Plus tardivement, on
observe une réduction généralisée de la transcription. Mais méme dans ce cas, certaines
protéines cellulaires continuent a s’exprimer sans modifications et d’autres son activées,
démontrant que certains facteurs de transcription restent présents et actifs dans les
cellules infectées. Dans le cas d’'un gene qui s’exprime a partir du génome viral, la
situation est tres différente car le génome viral n’est pas chromatinisé, au moins
pendant la phase lytique de linfection, suggérant que la plupart des facteurs
épigénétiques n’agissent pas et que seule la présence de facteurs et cofacteurs de
transcription jouent un réle majeur au niveau de la régulation transcriptionelle du
génome viral. Les résultats que nous avons obtenus, suggerent donc que les facteurs de
transcription qui controlent I'expression des promoteurs cellulaires (ADH6, ANGPTLS3,
AFP) lorsqu’ils sont introduits dans le génome viral continuent a activer leur expression
dans les cellules d'hépatome, alors que leur absence expliquerait la faible activité de ces
promoteurs dans les hépatocytes et les cellules WRL68. D’autres équipes ont observé
des résultats similaires aux notres, que ce soit dans le cadre des HCC ou dans celui de
promoteurs spécifiques d’un autre type de tumeur (153).
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D’autres informations pertinentes pour cette discussion proviennent de nos expériences
de cinétique d’expression ou de l'infection des cellules a différentes multiplicités. En
particulier, lorsque les cellules sont infectées a faible multiplicité, nos résultats ont
montré un effet probable de la multiplication virale sur 'activité des promoteurs. La
permissivité des cellules a I'infection HSV-1 est, ainsi, un phénomeéne a conserver et a
considérer dans la construction des virus oncolytiques. Cette hypothese confirme
d’ailleurs des données de la littérature qui montrent que le virus oncolytique atténué
HSV-1 G207, dans lequel deux genes sont absents : celui qui code pour la protéine 34.5
(impliqué dans le contréle d’'une réponse antivirale) et celui codant pour la protéine
ICP6 (impliquée dans la promotion de la réplication virale) est plus efficace en terme
d’oncolyse que le virus simplement délété, HSV-1 A34.5.

Les études de 'activité des promoteurs d'intérét au cours de cinétiques, suggerent que la
plupart des promoteurs analysés (ANGPTL3, ADH6, 9xHRE) se comportent comme des
genes viraux de type f, lorsqu’ils s’expriment a partir du génome viral, c’est a dire, que
leur activité dépend de la présence de la protéine virale tres précoce ICP4 et pas de la
réplication du génome viral. Ces promoteurs s’expriment donc a partir du génome viral
parental et pas a partir des génomes nouvellement répliqués. D’ailleurs, I'intensité de
I'expression luciférase induite par ces promoteurs est tres proche de celle du promoteur
du gene Us3, un promoteur représentatif des promoteurs de type . Ceci est intéressant
aussi parce qu'il est important que le ciblage du gene Us3 par les promoteurs spécifiques
d’HCC permette une expression d’Us3 la plus proche possible de I'expression naturelle,
en quantité et en cinétique, bien que limitée aux cellules malignes. Le promoteur AFP
semble particulier en ce qu’il commence son expression en absence d’ICP4, mais semble
activé par la présence de cette protéine, combinant donc des propriétés de type a et £.
Malgré cette différence, I'activité différentielle de la luciférase dans les hépatomes et
hépatocytes est tres proche lorsque cette protéine est placée sous controle du
promoteur AFP ou sous celui du promoteur ANGPTL3. Ceci est particuliérement
intéressant, du fait que le promoteur AFP, considéré comme le prototype du promoteur
ne s’exprimant que dans les HCC, ne s’exprime que dans environ 50% de ces tumeurs. Le
promoteur ANGPTL3 pourrait étre donc un promoteur de substitution lorsque AFP ne
s’exprime pas. Le comportement du promoteur 9xHRE est, a nouveau, particulierement
intéressant, dans la mesure ou il est totalement inactif en absence d’'ICP4, mais est
fortement activé par le DFO, méme en absence de cette protéine virale transrégulatrice.
Ce promoteur inductible, et donc contrélable, semble également tres intéressant pour
une utilisation dans d’autres types de vecteurs HSV-1, oncolytiques ou pas. Les résultats
de I'étude oncolytique, avec ce promoteur particulierement, devraient permettre de
comprendre comment transférer les données obtenues grace aux activités luciférase
vers l'activité oncolytique de ces virus. La logique de comparaison peut s’étendre a
I'ensemble des parameéetres définis par le systeme luciférase (force, cinétique,
dépendance, activité différentielle) afin de déterminer celui ou ceux qui ont un role
déterminant dans le ciblage transcriptionel.

Méthodologie. En principe, dans le cas de la recherche de promoteurs cellulaires pour
cibler un virus, I'approche transcriptomique semble la plus adéquate dans le sens ou elle
va mettre en évidence tous les promoteurs actifs, alors qu'une approche protéomique ne
mettra en évidence que la traduction des ARN messagers. Néanmoins, nos études de RT-
PCR semi quantitatives n’ont pas mis en évidence d’activité ANGPTL3 endogene dans les
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cellules Hep3B alors que ce promoteur montre une activité dans ces cellules quand il
s’exprime depuis le génome HSV-1 (figure 21). Par ailleurs, les techniques de
protéomique ne permettent pas une quantification précise des produits de I'expression
génique. A l'inverse, les tests biochimiques utilisés (luciférase, -gal) sont des outils
quantitatifs sensibles et précis. De plus, ces protéines ne subissent pas de modifications
postransductionelles et sont actives des leur synthese, ce qui évite des variations dues
aux types cellulaires. Ces activités enzymatiques sont donc directement
proportionnelles a la quantité d’enzyme, constituant des outils de choix pour la
comparaison de I'activité des promoteurs, entre eux et entre différents types cellulaires.
Des données de RT-PCR quantitative permettraient de faire un lien entre les données
virtuelles quantitatives et nos mesures d’activité luciférase, également quantitatives. A
cette fin, il serait intéressant de reconduire ces expériences. L'objectif de cette mise au
point est d’utiliser l'outil UniGene pour la recherche de promoteurs cellulaires
utilisables en virothérapie oncolytique. La comparaison, avec les virus recombinants,
des promoteurs issus d’'UniGene, et bien qu’elle porte sur peu de promoteurs (ADHS6,
AFP et ANGPTL3), ne confirme aucune valeur prédictive aux figures 1, 2 et 3. Par contre,
les tableaux 2, 6 et 7 montrent des corrélations entre la spécificité tumorale déduite de
I'analyse par UniGene et les activités différentielles telles qu’elles sont présentées dans
nos résultats. Du point de vue de l'activité différentielle, nos études ont confirmé
I'avantage d’utiliser le promoteur AFP par rapport a celui ANGPTL3. La confirmation de
cette différence dans un contexte de ciblage oncolytique permettrait de valider
|'efficacité d’'UniGene pour trouver des promoteurs de ciblage tumoral. Par ailleurs, si le
systéeme luciférase permet d’étudier l'activité des promoteurs de par l'absence de
modifications post transcriptionelles, il peut se révéler moins efficace pour prédire la
présence fonctionnelle d’'une protéine nécessitant au cours de sa synthése des
modifications post-transcriptionelles. De plus, les recherches menées par le Dr. Ed
Wagner montrent que la transcription des ARN viraux o, f et y commencent
simultanément, suggérant qu'une protéine trés précoce o nécessite non seulement une
transcription a l'aide d'un promoteur o mais également des évenements post

transcriptionels propres a garantir sa syntheése tres précoce
(http://darwin.bio.uci.edu/%7Efaculty/wagner/hsv9fnew.html) et
(http://darwin.bio.uci.edu/%7Efaculty/wagner/rnatime.html) . D’apres ces

considérations, 'efficacité oncolytique d’'un couple promoteur cellulaire-gene viral n’est
pas entierement prédictible a partir de I'activité luciférase dépendant de son promoteur.
L’évaluation doit étre menée au niveau protéique par une analyse fonctionnelle de la
protéine virale ciblée.

9XHRE. Parmi les promoteurs étudiés, le promoteur 9xHRE s’est révélé intéressant a
plus d'un titre si on tient compte des différents résultats d’analyse des parametres
étudiés (cinétiques, intensité, activité différentielle). En effet, I'induction par le DFO
modifie a la fois sa force, sa cinétique absolue (figure 24), sa cinétique relative (figure
26) et son activité différentielle (tableau 7). Son utilisation pour cibler Us3 permettra de
définir les parametres du promoteur Us3 se rapportant aux différentes fonctions de la
protéine mais également a déterminer lequel ou lesquels de ces parametres sont
importants pour le ciblage oncolytique. Enfin, ce promoteur semble particulierement
intéressant pour une approche thérapeutique. L'hypoxie augmente, en effet, la
prolifération, I'angiogéneése, les métastases, la chimiorésistance, et la radiorésistance des
carcinomes hépatocellulaires. Elle supprime également la différentiation et l'apoptose
des HCC et provoque par conséquent la résistance a I'embolisation transartérielle (avec
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ou sans chimiothérapie) (230). Une thérapie permettant de cibler '’hypoxie des HCC
pourrait ainsi étre associée a I'embolisation transartérielle. L’activation du promoteur
HRE dépend de la stabilisation du facteur de transcription HIF-1. HIF-1 ayant une
expression constitutive, sa stabilisation est mise en évidence indirectement grace aux
produits d’expression des genes répondant a HIF tel que le gene de la protéine
carboanhydrase 9 (CA9) et le gene de la lisyl oxydase (LOX). De plus I'’hypoxie est un
phénomene complexe dans lequel plusieurs réponses cellulaires permettent a la cellule
de survivre. Certaines de ces conditions peuvent modifier le cycle de réplication d’HSV-
1. Une exploration approfondie de ces réponses en fonction du type cellulaire permettra
de comprendre davantage I'efficacité lytique du virus oncolytique 9xHRE Us3. Dans ce
sens, une étude montre que l'absence de la protéine p53 favorise la réplication d’"HSV-1
en hypoxie (60).

Us3. Dans le ciblage oncolytique, le choix du géne a cibler semble une étape critique,
dans la mesure ou, dans cette stratégie, on cherche a cibler la multiplication et la
dissémination virales. La production optimale du virus dépend de l'activité de
différentes fonctions virales s’exprimant de maniere régulée et a différents moments du
cycle viral. Le choix du gene a cibler est lié a la cinétique d’activité de son promoteur
naturel mais également a ses fonctions dans la cellule infectée. La protéine Us3, que
nous avons choisi, est une protéine kinase multifonctionnelle qui phosphoryle de
nombreuses protéines, virales et cellulaires, et est impliquée de diverses manieres dans
la multiplication virale, dont I'inhibition de I'apoptose. Des données publiées concourent
a faire d’Us3, un gene a cibler en virothérapie oncolytique. Ainsi sa délétion entraine une
atténuation qui est protectrice vis a vis de 'organisme (127). Par ailleurs, un virus Us3-
induit plus facilement 'apoptose dans les cellules cancéreuses, et augmente I'apoptose
induite par chimiothérapie (96). Certaines fonctions d’'Us3 sont particuliérement
importantes pour le développement du cycle viral et les virus qui ne les contiennent pas
se répliquent mal. Aprés délétion, le gene Us3 a été réintroduit dans le méme locus ou
les différents promoteurs ont été étudiés, afin de pouvoir exploiter dans le systéme
oncolytique, les parametres créés avec le systeme luciférase. L’étude des virus
oncolytiques permettra de confirmer si la fonction antiapoptotique d'Us3 est
responsable de I'atténuation du virus Us3-, ou bien s’il s’agit d'une autre fonction d’Us3.
Des résultats préliminaires et d’autres publiés sur la protéine Us3 du virus PRV qui est
un virus herpétique, proche d’HSV-1 (52), tendent a démontrer que la fonction
antiapoptotique d’Us3 n’est pas seule en cause dans le controle de la production de virus
par cette protéine. L’exploration de toutes les fonctions d’'Us3 permettra de comprendre
I'effet oncolytique et toxique des virus recombinants Us3. La perception des réles d'une
protéine et partant, de son importance en stratégie de ciblage oncolytique, nécessite le
dessin de son interactome. Etablir I'interactome de I'infection HSV-1 entre les protéines
cellulaires et les protéines virales est une priorité pour faire évoluer les virus
oncolytiques atténués ou ciblés. La comparaison de cet interactome standard avec
I'interactome spécifique des cellules ciblées est probablement la meilleure fagon de
décider du gene viral a cibler. Parce que les études de DNA microarray sont plus
facilement réalisables que les protéomes, il est plus raisonnable pour le moment de
chercher a faire ce choix sur la base des genes surexprimés dans la tumeur ciblée et des
geénes surexprimés dans ces mémes tumeurs suite a I'infection par un virus HSV-1. Dans
ce sens, des résultats intermédiaires ont déja été obtenus, permettant de définir une
carte tres partielle de l'interactome infectieux d’HSV-1. Ainsi, une étude a permit de
déterminer I'importance du géne SOCS1 dans la réplication d'un virus oncolytique HSV-
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1 délété des genes codant les protéines ICP34.5 et ICP6 (133). Egalement, intégrée dans
le projet THOVLEN, une étude semblable, mais au niveau protéique, a mis en évidence
des protéines cellulaires cibles de l'infection par HSV-1 dans les cellules d’'HCC Huh7
(186). Ces études sont encore trop peu nombreuses mais représentent la voie vers une
construction raisonnée des virus oncolytiques.
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PERSPECTIVES

De par l'expression méme de la protéine luciférase, nos résultats suggerent que
I'approche du ciblage de I'’expression au niveau transcriptionel est viable et peut avoir
des applications cliniques intéressantes. Cependant, le fait que parfois des activités,
certes faibles, mais non négligeables, soient mesurées dans les cellules saines (en
fonction de la multiplicité d’infection ou des temps post-infection) suggere que le ciblage
transcriptionel d'un seul géne ne donne pas les garanties suffisantes de sécurité pour
I'approche clinique. Des alternatives pour augmenter la biosécurité de cette approche
pourraient étre de cibler au moins deux genes différents, avec des promoteurs ciblés
différents, ou bien de combiner cette approche avec d’autres modalités de ciblage, par
exemple au niveau de la pénétration de la particule virale, ou bien en exploitant
I'expression différentielle des miRNAs entre cellules normales et cellules malignes, pour
bloquer la multiplication virale dans les cellules saines. Les résultats de I'étude
oncolytique du gene Us3, correspondant a la derniere partie de mon travail de these
devraient étre particulierement informatifs quant a la pertinence de cette approche.

Concernant les perspectives immédiates, il s’agira d’achever les études en cours, a savoir
(i) I'étude de I'activité antiapoptotique inductible a partir du virus HSV-1 9xHRE Us3, (ii)
les études sur la capacité réplicative différentielle dans des cellules d’'HCC et des
hépatocytes (ou cellules WRL68) dans des conditions d’hypoxie et de normoxie pour ce
meéme virus, ainsi que I'étude de la capacité réplicative du virus HSV-1 ANGPTL3 Us3
dans les HCC. Dans ce cas, il est important de ne pas se limiter a un seul type
d’hépatome, et nous en testerons plusieurs. Enfin, (iii) les études concernant le pouvoir
oncolytique seront poussées in vivo, chez des souris athymiques portant des xénogreffes
d’HCC humains. Pour accomplir ces taches, je suis actuellement en train de mettre au
point des tests d’induction et d’'inhibition de l'apoptose et de programmer des
expériences en utilisant des incubateurs permettant de recréer les conditions d’hypoxie,
en collaboration avec une équipe lyonnaise spécialisée dans cette thématique et
possédant les équipements nécessaires. Nous sommes également en train de générer
des vecteurs HSV-1 de type amplicon, exprimant I'unité de transcription Us3 sous
controle du promoteur 9xHRE. Ces vecteurs devraient faciliter I'étude des propriétés
antiapoptotiques inductibles de cette unité de transcription, ainsi que d’autres
propriétés phénotypiques de la protéine Us3, dans la mesure ou Us3 sera la seule
protéine virale exprimée a partir des vecteurs amplicons.

A plus long terme, et en fonction des résultats obtenus, il me semble important (i)
d’explorer le ciblage d’autres genes, a la place ou en plus d’Us3, et en particulier des
genes viraux essentiels, (ii) de cibler simultanément au moins deux genes viraux, (iii) de
combiner le ciblage d’au moins un gene viral avec le ciblage d'un géne toxique, visant a
augmenter le pouvoir anticancéreux du virus oncolytique (géne régulateur de la réponse
immune, gene anti-angiogénique, géne capable de moduler la dissémination du virus en
agissant sur la matrice extracellulaire, collagénases), et (iv) de combiner le ciblage
transcriptionel avec une autre stratégie de ciblage, au niveau de la pénétration ou au
niveau post-transcriptionel (miRNAs). Par ailleurs, nous avons dit que mon programme
de these faisait partie d’'un ensemble plus vaste, développé dans le contexte du projet
Européen THOVLEN, et d’autres équipes de ce réseau sont en train de développer des
virus ciblés a d’autres niveaux. Nous espérons, dans un avenir proche, combiner donc au
moins deux types de ciblage et tester ces virus oncolytiques doublement ciblés sur des
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souris athymiques portant des hépatomes humains, ainsi que sur des modeles de souris
plus pertinents, comme des souris immunocompétentes portant des hépatomes de
souris (implantés ou chimioinduits), que nos collaborateurs de I'Université de Navarre
(Espagne) ont récemment développés. Enfin, 'hypothése majeure de cette étude est que
les virus oncolytiques ciblés sont supérieurs aux virus oncolytiques atténués. Ce travail
doit donc se finir par la comparaison du pouvoir oncolytique et de la toxicité de ces deux
types de virus oncolytiques (en utilisant un virus délété du gene 34.5 par exemple) dans
les modeles d'HCC.
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Abstract

Background: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a cancer of poor prognosis and such
limited success in patient treatment, that it makes an excellent target for gene therapy
and viral oncolysis. To this end, herpes virus simplex type-1 (HSV-1) is one of the most
promising viral platforms for transferring therapeutic genes and the development of
oncolytic vectors that can target, multiply in and eradicate hepatoma cells via their lytic
cycle. Enhanced efficacy and specificity of HSV-1-based vectors towards HCC may be
achieved by using HCC-specific gene promoters in order to drive selective viral gene
expression and accomplish conditional replication and/or to control the expression of
therapeutic genes. However, careful verification of promoter function in the context of
the replication-competent HSV-1 vectors is required. Our aim was to identify novel HCC-
specific promoters that could efficiently direct transgene expression to HCC cells and
maintain their activity during active viral replication.

Results: Extensive search of publicly available microarray data from human HCC
biopsies detected eight novel candidate genes induced primarily in HCC, as compared to
normal liver: [Angiopoietin-like-3 (ANGPTL-3), Cytochrome P450, family 2, subfamily C,
polypeptide 8 (CYP2C8), Vitronectin (VTN), Alcohol dehydrogenase 6-class V (ADH®6),
Apolipoprotein B (ApoB), Fibrinogen beta chain (FGB), Inter-alpha-globulin-inhibitor H3
(ITIH3), Inter-alpha-globulin-inhibitor H1 (ITIH1)]. Specific HCC expression and active
gene transcription were confirmed in human liver and non-liver cell lines and further
evaluated in primary neoplastic cells from hepatitis C and B virus (HCV- and HBV)-

associated HCC patients, using RT-PCR and chromatin immunoprecipitation. High
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promoter activity and specificity in the presence of HSV-1 infection and from within the
viral genome, was validated, both in vitro and in vivo.
Conclusion: We identified and experimentally characterised novel hepatoma-specific

promoters, valuable for cancer-specific gene therapy using HSV-1 vectors.

Introduction

HCC is the commonest primary liver cancer and the fifth most prevailing neoplasia
worldwide. The estimated global death toll is approximately 600,000-1,000,000
annually. Although HCC occurrence is still relatively low in the developed Western
countries compared to South-Eastern Asia and Africa, new cases have been steadily on
the rise over the past two decades [1]. Only a very small fraction of patients with HCC
can undergo surgical resection or liver transplantation. Thus, the vast majority of them

remain untreated and novel therapies are desperately needed.

Combating cancer with oncolytic viruses (OVs) is a revolutionary approach with great
promise for HCC therapy [2]. OVs display the unique property of selectively multiplying
in and Kkilling cancer cells via their normal replication pathways, without causing
excessive damage to non-neoplastic tissue. Additionally, the amplification of the
oncolytic effect in the tumour mass due to spreading of the initially low viral load and
the capacity to complement traditional treatments - such as chemotherapy or
radiotherapy - without interference, may enhance their inherent anti-tumour action [2].
Besides oncolytic virotherapy, replication-defective recombinant viruses have been
intensively investigated as means for transferring a variety of therapeutic genes into

cancer cells, providing yet another strategy for cancer treatment [3].
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Of the several viral vectors under study, genetically engineered, herpes simplex virus
type-1 (HSV-1) recombinants constitute a promising platform for cancer gene therapy
and virotherapy with encouraging results in clinical trials for brain gliomas and other
human malignancies [4]. However, in order to overcome limitations regarding efficacy
and safety of early generations of HSV-1-based vectors, retargeting viral cell lysis (viral
oncolysis) or therapeutic gene expression (gene therapy) to neoplastic tissue is required
[4]. To this end, the commonest applied strategy is transcriptional retargeting, whereby
cellular tumour-specific promoters restrict the expression of therapeutic genes or viral
genes essential for viral replication and virulence only to cancer cells [5]. In this way,
natural progression of the viral lytic cycle or expression of a potentially toxic transgene
would be inhibited in normal cells, where these promoters are not active [2, 5].
Additionally, “arming” of oncolytic HSV-1 with therapeutic and suicide transgenes
(oncotoxic cytokines, anti-angiogenic peptides, immune-stimulating proteins and
prodrug-converting enzymes) and efficiently expressing them under the control of
multiple tumour-specific promoters, complements the novel strategies employed to
achieve both tumour-specificity and enhanced oncolysis [5]. For example, recent clinical
trials have suggested that arming oncolytic HSV-1 with immunostimulatory cytokines
such as granulocyte macrophage - colony stimulating factor (GM-CSF) are promising in
advanced cancer patients [6]. The use of endogenous viral promoters for the control of
transgene expression implies that both viral replication and production of the
therapeutic protein share the same regulation. However, transcriptional control of
potentially toxic genes with HCC-specific promoters constitutes an additional level of

safety of these vectors.
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This work aims to identify novel HCC-specific promoters for cancer-specific gene
therapy and viral oncolysis. We applied a cross-comparison of multiple gene expression
data sets from human HCC biopsies, in order to find novel HCC-specific promoters for
transcriptional targeting to HCC. Furthermore, the promoters of the most promising
genes were placed in front of luciferase and tested extensively for specific activity under
HSV-1 infection conditions and from the viral backbone, both in vitro and in vivo,

therefore confirming their suitability for the selective targeting of virus expression in

HCC.

Experimental Procedures

Materials

The anti-gB antibody was a gift from Prof. Manservigi (University of Ferrara, Italy).
Human liver specimens from tumour and non-tumour regions, who had undergone
anatomic liver resection with curative intent, were obtained from patients with HCC
following consent. Collection of the liver specimens was approved by the Ethical and

Scientific Committee of Hippokration Hospital of Athens.

Cells and Animals

The hepatoma cell lines Huh-7, Hep3B and the hepatoblastoma cell line HepG2, were
maintained in low glucose DMEM. Embryonic hepatocytic-like WRL-68, cervical
adenocarcinoma HeLa, brain neuroblastoma SK-N-SH, mouse hepatoma BNL 1MEA.7R.1
and African green monkey kidney Vero cells were kept in high glucose DMEM, whereas
renal clear cell carcinoma RCC10 and the T-cell lymphocytic Jurkat cells were kept in
RPMI. All culture media were supplemented with 10%(v/v) fetal bovine serum (FBS).

Hepatocytes from human liver specimens were enzymatically isolated with 0.1%(w/v)
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collagenase type IV and purified by triple centrifugation at 700 rpm for 12min, or were
purchased from Lonza. Flow cytometry was employed to measure viability, purity and
functionality of hepatocytes using 7-Actinomycin D (BD Pharmingen™), Hep Par-1
(Dako) and albumin antibodies (Dako), respectively. For a typical culture post-isolation,

all values were above 85%.

For the animal experiments, tumour xenografts were induced in the flank of 5-6 weeks-
old athymic nu/nu and Balb/c mice (Charles River Laboratories) by subcutaneous
inoculation of 107 Huh-7 cells and 2x10° BNL cells, respectively. When tumours reached
200-500mm?3 (typically 50-70 days after cell inoculation in the case of Huh-7 cells and
30 days following inoculation of BNL cells), viruses were resuspended in 50pl saline and
injected intratumourally. For intrahepatic administration of viruses, animals were
anesthetised, underwent laparotomy and were injected directly with the viruses into the
left liver lobe. For in vivo bioluminescence detection, animals received 3mg D-Luciferin
intraperitonealy, dissolved in 100ul PBS. Mice were then anesthetised and placed in a
dark chamber connected to a CCD camera. Ten minutes after substrate administration,
photon emission was quantified and analysed using Living Image Software (Xenogen).
All procedures were carried out following protocols approved by the local ethical
committee in accordance with recommendations for proper care and use of laboratory

animals.

Plasmids and transient transfection assays
The (-929/+109) human ANGPTL-3 promoter construct was a kind gift from Dr Delerive
(GSK Research Laboratories). The (-218/+51) human E2F-1 promoter was obtained by

PCR amplification using the pSEHE2F plasmid [7]. The (-358/+57) human ADH6
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promoter was obtained by PCR amplification using genomic DNA from HepG2 cells. The
(-298/+119) human ApoB promoter was cloned by PCR from the (-1800/+124) ApoB-
CAT plasmid (a kind gift from Dr Kardassis, FORTH, Greece). In all cases, the promoters

were cloned into pGL3-basic to drive luciferase expression.

Transfection of cell monolayers was carried out using JetPEI (Polyplus) and 2ug of DNA
plasmid. For viral infection, cells were transfected for 24h and then infected for the
appropriate time points before harvesting. Luciferase activity was determined using a
commercially available kit (Promega) and normalised to total protein levels. Each

transfection was carried out in triplicate and repeated at least 3 times.

mRNA Expression analysis

Total cellular RNA was prepared using the RNeasy™ Plus Mini total RNA isolation kit
(Qiagen). Semi-quantitative RT-PCR was carried out using 1pg of RNA. All conditions
were in the exponential phase of amplification and, therefore, provided a direct
correlation between the amount of products and RNA template abundance in the
samples. PCR products were analysed on a 2%(w/v) agarose gel and the Quantity-One

software (BioRad) was employed for densitometric analysis.

Chromatin Immunoprecipitation Assays (ChIP)

ChIP analyses were carried out using the ChIP-IT™ Express and human ChIP-IT™
Control kits (Active Motif) according to the manufacturer’s instructions. The DNA
immunoprecipitated fractions were subjected to PCR with primers spanning sequences
that included the respective TATA-boxes and ended past the translational start of the

genes’ open reading frame (ORF).
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Construction of Viruses and Viral infections

The ANGPTL-3, E2F-1 and HCMV recombinant viruses were constructed using HSV-1
Cgal+ [8] as backbone. This virus expresses [3-galactosidase under HCMV promoter from
the intergenic region (IGR) 59. Briefly, a transgene cassette expressing GFP under the
control of HCMV promoter was introduced into IGR20 of the HSV-1 Cgal+ genome by
homologous recombination in Vero cells. The recombinants were identified and isolated
based on green plaque phenotype. Cassettes expressing HCMV-, E2F-1- or ANGPTL-3-
luciferase were then introduced at the same locus, granting these recombinants a white
plaque phenotype. Successful recombination was verified by restriction profiling with
Notl, PCR amplification of the luciferase ORF and luciferase enzymatic tests. Viral
infections were carried out at multiplicity of infection (MOI) 5. To assess uniform
infection between recombinants, (-galactosidase activity was measured using the 3-
galactosidase enzyme assay system (Promega) according to manufacturer’s instructions

and luciferase activity was normalized to this.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using Student’s t-test and one-way ANOVA with

P<0.05 considered as statistically significant.

Results

Bioinformatics analysis of microarray studies

In order to identify novel HCC-specific genes, we utilised an approach based on cross-
comparison of multiple gene expression data sets from tumour liver biopsies. For this,

we generated a series of 22 gene lists (a total of 771 genes) reported to be differentially
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expressed in microarray studies from matched normal and tumour liver biopsies of HCC
patients. The studies (see supplementary table) were selected irrespectively of the
characteristics of the individual samples examined, i.e. age and sex of patients, tumour
stage and status of HBV/HCV infection, in order to include genes highly expressed in
HCC under different disease aetiologies and patient conditions. Different gene identifiers
were converted to the same format using the “Batch Lookup” feature of the
bioinformatics tool MatchMiner [9] so that the lists could be easily compared pairwise
with the “Batch Merge” feature of MatchMiner. The union gene set of these merges - “up-
regulated in cancer cluster”- contained 101 genes common to at least two studies and
was compared to a “normal liver cluster” (265 genes) list [10]. This list was used as an
independent source of normal liver gene expression, so that non-HCC specific genes
could be filtered out (Fig. 1A). Due to annotation inconsistencies between the various
microarray platforms, a large number of replicate identifiers were present in the
resulting comparison. After eliminating those, 23 potentially HCC-specific genes
remained and were used to query Unigene, a NCBI database for the retrieval of
expressed sequence tag (EST) profiles. Based on ESTs, Unigene provides “virtual
northern blot” data for all human tissues, a variety of tumours and different stages of

development [11].

Filtering criteria were employed to make the most appropriate choices for the candidate
genes. Briefly, selected genes had to exhibit increased liver specificity, hence be
expressed in as few tissues as possible, and their EST profile representations be biased
towards liver tumour (liver cancer-specificity). Also, enhanced expression in foetal
tissue was sought after because there has been evidence to suggest that it bears strong

similarity to neoplastic tissue [12]. Finally, the ratio of tumour to normal expression,
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provided by Unigene in transcripts per million (TPM) was used as an approximation of
gene expression, where the highest ratio signified the most HCC-specific gene
expression (Fig. 1B). From this latter filtering, 17 candidate genes were singled out
(Table 1). Eight of them had available cloned and characterised promoters that could be
readily used for production of oncolytic viruses or to target therapeutic gene expression
to HCC. The expression profiles of those genes as well as their promoter activity were
investigated thoroughly and will be presented thereafter. Alpha fetoprotein was not

included in this profiling, since it is a well-characterised liver cancer-specific gene.

Selective expression of candidate genes in cells of hepatic origin

To verify tissue specificity of the candidate genes, we employed RT-PCR in cell lines of
hepatic and non-hepatic origin. As shown in Figure 2A, the mRNA transcripts examined
were selectively expressed in all tested hepatoma cell lines, albeit in variable extent. As
expected, the selected genes were not expressed in cell lines of non-hepatic origin, with

the exception of VTN that was also expressed in HeLa cells.

To examine the expression of the candidate genes in cancerous and non-cancerous
human liver tissue, matched primary cultures of tumour and non-tumour cells from
surgical hepatectomies of HCC patients (2 patients with HCV-associated HCC and 4
patients with HBV-associated HCC) were established and characterised thoroughly so
that they contained a pure and functional hepatocytic population. At the same time,
tissue from the hepatectomy was directly used to rule out the presence of tissue culture
artifacts. mRNA was isolated and RT-PCR was carried out. As demonstrated in a
representative experiment shown in Figure 2B, the expression profile of most genes was

similar in both HBV+ and HCV+ columns and in agreement with our microarray analysis.
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Densitometry analysis of semi-quantitative PCR carried out on the hepatectomies (data
not shown), showed that the most strongly up-regulated genes in the cancer samples

were ApoB, ADH6, ANGPTL-3, ITIH1 and ITIH3.

mRNA expression of candidate genes in cells infected with the HSV-1 virus

Considering that HSV-1 infection modulates the expression of the majority of cellular
mRNAs during infection [13], we characterised the expression of the candidate genes in
cells infected with HSV-1. Huh-7 cells were infected at MOI 5 with HSV-1 Cgal+ and total
RNA was harvested at time points up to 8h post infection (p.i.). mRNA expression was
analysed by RT-PCR. The course of infection in Huh-7 was assessed by western blot
analysis of the expression of the immediate early ICP4 (Santa-Cruz) and the late
glycoprotein gB viral proteins (data not shown). Figure 2C shows that compared to the
non-infected control, mRNA levels of all candidate genes were not influenced by the

infection.

ChIP analysis using RNA polymerase Il advocates strong transcriptional activity of
the target gene promoters during viral infection

While detection of steady-state mRNA levels of the candidate genes during viral
infection may offer an indication of their rate of transcription, this has been proven
inadequate to demonstrate the transcriptional activity of a gene by a number of studies
[14 and references therein]. This is particularly true in the case of genes possessing very
stable mRNAs transcripts or, conversely, ones prone to enhanced degradation.
Therefore, we evaluated the transcriptional activity of the candidate gene promoters by
performing ChIP assays with an RNA polymerase II antibody (Active Motif) in mock

infected Huh7 cells and at 6hp.i with HSV-1 Cgal+ virus. Neuropeptide Y (NPY), whose
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mRNA transcript is not expressed in the liver (Fig. 2D), was used as a negative control.
PCR product enrichment with the RNA polymerase II (lanes 1 and 4), as compared to a
non-specific IgG (lanes 2 and 5), was evident in all cases but the control gene (Fig. 2E).
Similar results from both mock and 6hp.i. cell extracts suggested that HSV-1 infection

did not affect promoter activity of the candidate genes.

Transcriptional activity of candidate gene promoters under infection conditions

Of all candidate genes under study, three genes that exhibited the highest expression in
primary cancer cells from HCV+ and HBV+ infected patients, as opposed to their non-
cancer counterparts - namely ADH6, ApoB and ANGPTL-3 - were selected for further
analysis. It was imperative to examine the respective promoters’ activity in vitro,
separated from endogenous adjacent enhancing and silencing sequences. The promoter
lengths chosen for the corresponding luciferase reporter constructs were based on
previous analyses of their activity in the liver [15, 16, 17]. In the first series of
experiments, we carried out transient transfections in the hepatoma Huh-7, Hep3B and
HepG2 cells and non-liver cell lines in the absence of HSV-1 infection. An HCMV-
luciferase construct was used as control for transfection efficiency between cell lines
(data not shown). The cells were harvested at 36h post-tranfection (p.t.) and the
relative luciferase activity of each promoter was plotted as fold ratio of the
corresponding value obtained from Huh-7, a hepatoma cell line that supports the growth
of both HCV and HBV viruses [18, 19]. As seen in figures 3A, 3B and 3C, all regulatory
sequences examined, were very active in the hepatoma cell lines, albeit to varied

extents, but exhibited no activity in cell lines of non-liver origin.
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Subsequently, the promoter constructs were transfected in Huh7 cells and 24h post-
transfection the cells were super-infected with the HSV-1 Cgal+ virus at MOI 5. A time
course of up to 10hp.i. was carried out in order to evaluate the strength of promoter
activity under full infection conditions. Non-infected control extracts were harvested at
the beginning and end of infection (24h and 34h post-transfection, respectively). As
demonstrated in Figure 3D, there was no substantial change in luciferase activity during
the time of infection. The slight down-regulation observed at Zhp.i. was not statistically
significant between experiments (p>0.05). These results indicate that the activity of the
selected promoter sequences is not affected by virus infection. Overall, our results
indicate that the candidate promoter constructs contain all sequences necessary for
hepatoma-specific expression and that they remain active even in hepatoma cells

infected by HSV-1.

The ANGPTL-3-Luciferase recombinant HSV-1 virus expresses luciferase specifically
in hepatoma cells in vitro and intratumourally in vivo

Next, we sought to evaluate the behaviour of a candidate promoter when resident in the
HSV-1 genome, as it cannot be anticipated that a promoter will behave similarly when
expressed from the viral genome and from an expression plasmid vector or the native
chromosomal locus. The ANGPTL-3 promoter was chosen in the first instance for this
study. To this end, we constructed a recombinant HSV-1 virus carrying the (-929/+109)
ANGPTL-3-luciferase transcriptional cassette in the IGR20 locus of the viral genome
(ANGPTL-3-luc virus) (Fig. 4A) and then characterised the ANGPTL-3 promoter-driven
luciferase activity, both in vitro and in vivo. At the same time, we constructed a control
virus containing the HCMV-luciferase cassette (HCMV-luc virus). As shown in Figure 4B,

the HCMV-luc virus was able to express luciferase in all cell lines tested, including
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normal hepatocytes and the WRL-68 cells that are similar morphologically and
functionally to primary liver cultures [20]. In contrast, the ANGPTL-3-luc virus only
showed transgene expression in Huh7, Hep3B and HepG2 cells, proving the HCC-
specificity of the ANGPTL-3 promoter in the context of the HSV-1 genome. Additionally,
compared to the wild type control that produced negligible luciferase units, the
ANGPTL-3-luc recombinant generated substantial luciferase activity (p<0.05), thus
suggesting that this promoter maintains a relatively strong activity as well as tissue
specificity when inserted in the viral genome. Evidently, the transgene expression
observed with the ANGPTL-3-luc virus was lower than in cells infected with the HCMV-
luc virus, in line with previous observations showing that viral, constitutive promoters
such as CMV are usually stronger than tumour-specific promoters even in cancer cells
[21]. In order to compare the strength of the ANGPTL-3 promoter with another tumour-
specific promoter, we constructed a virus in which the luciferase was controlled by the
E2F-1 promoter (E2F-1-luc virus) (Fig. 4A). As it can be seen in Figure 4C, luciferase
expression driven by ANGPTL-3 promoter was comparable to that driven by E2F-1
promoter in Huh-7 cells. Neither promoter shows significant expression in normal
hepatocytes, thus validating once more the hepatoma-specificity of the ANGPTL-3

promoter.

Finally, in order to validate our findings in vivo, we established human HCC xenografts in
athymic mice by subcutaneous inoculation of Huh-7 cells. Tumours were injected with a
single dose of the HCMV-luc, E2F-1-luc or ANGPTL-3-luc viruses at 10° pfu/mouse. Since
the HSV-1 vectors used in this study are devoid of tumour specificity at the level of viral

replication or infection, no tumour targeting can be expected. Therefore, transgene
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expression in normal liver was studied in a separate set of tumor-free animals, in which
the viruses were directly inoculated in the normal liver parenchyma at 2x10°
pfu/mouse. The luciferase activity was monitored by in vivo bioluminescence detection
(Fig. 5). In agreement with our in vitro data, the ANGPTL-3 promoter was able to drive
transgene expression in the tumours, although its peak activity was lower than in
tumours infected with the HCMV-luc virus (Fig. 5B). The E2F-1-luc virus was stronger
than ANGPTL-3-luc, but this difference was not statistically significant. All viruses
showed a similar kinetics of luciferase expression in HCC xenografts, with a progressive
increase during the first 3-5 days and a subsequent stabilisation. This is consistent with
active replication of viruses in vivo [22]. The main difference between HCMV-luc and
ANGPTL-3-luc was found in the transgene expression in healthy animals. The activity in
mice inoculated with ANGPTL-3-luc was barely detectable, and remained very low
during the whole observation period (Fig. 5C). In contrast, intrahepatic inoculation of
the HCMV-luc virus caused a strong expression of luciferase in the liver of mice at early
time points (Fig. 5A and C), indicating that the low expression of ANGPTL-3-luc was due
to low transcriptional activity and not lack of infectivity of HSV-1 in hepatocytes.
Interestingly, transgene expression of the HCMV-luc in the liver was transient, but the
signal re-appeared 5 days later in the abdominal area, suggesting replication of the virus
in other organs (Fig. 5A). Regarding the E2F-1-luc virus, the activity in normal liver was
also lower than in the case of HCMV-luc, but some degree of re-activation in the

abdominal area was observed at day 5, in contrast with ANGPTL-3-luc.

In order to study the behaviour of the viruses in the context of immunocompetent
animals, we performed parallel experiments in Balb/c mice carrying subcutaneous

tumours derived from the murine HCC cell line BNL 1MEA.7R.1 (BNL). Tumours were
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inoculated with 2x10” pfu of HCMV-luc or ANGPTL-3-luc viruses. In a separate set of
healthy animals, the viruses were directly inoculated in the liver parenchyma at 10’
pfu/mouse. Bioluminescecence was monitored as previously described, and the results
are presented in Figure 6. In contrast with the tumour xenografts in athymic mice, the
expression of luciferase in syngeneic tumours did not experience amplification during
the first days after inoculation, although replication of HSV-1 in BNL cells was
demonstrated in vitro (data not shown). Apart from this difference, the relative strength
of HCMV and ANGPTL-3 promoters was similar in BNL and Huh-7 tumours (about 100-
fold difference). Regarding luciferase expression in normal liver, the ANGPTL-3-luc virus
at 10’ pfu showed a modest and transient expression, followed by a permanent
disappearance of the signal. In contrast, the HCMV-luc virus recapitulated the same
pattern observed in athymic mice, with an initial strong liver expression and further re-

activation in abdominal organs.

Discussion

Transcriptional targeting in cancer gene therapy and viral oncolysis is a powerful
strategy to mediate both high selective expression of the transgene encoding cancer
killing protein and tumour restriction of viral replication and lysis. In this study, we
identified and thoroughly characterised novel hepatoma-specific promoters, which
could preferentially be used either in virotherapy for the transcriptional retargeting of
OVs to HCC or in gene therapy for the selective delivery of other therapeutic agents. So
far, very few studies have been published concerning transcriptional targeting of
oncolytic HSV-1 towards HCC, an approach that will enhance both safety and efficacy of
these vectors through heightened specificity for the liver tumour. Miyatake and co-

workers used the albumin promoter in order to drive expression of the viral ICP4 gene,

136



which is essential for viral replication, and achieve conditional replication of the HSV-1
virus in liver cells [23]. However, this virus could not be used for treating HCC because
the albumin promoter is active in both tumour and normal tissues. More recently, an
HSV-1 virus in which the virulence y34.5 gene is driven by the E2F-responsive B-myb
promoter was shown to replicate in- and to selectively kill- hepatic metastasis of
colorectal cancer, without damaging adjacent healthy hepatocytes [24]. However, this
vector has not been tested in primary liver cancers. In another study, an AFP
enhancer/albumin promoter/UL39 transcriptional cassette reintroduced UL39 gene
expression in the G207 HSV-1 virus and improved viral cytotoxicity in the AFP-
expressing Hep3B cells [25]. Moreover, HSV-1-based amplicon vectors containing
albumin, alpha-fetoprotein or a chimeric ApoE enhancer/al-antitrypsin promoter
construct were reported recently [26]. However, AFP is only expressed in about half of
the HCC in clinical practice, making the need for alternative choices for transcriptional

targeting pressing.

This study was based on a cross-comparison of gene lists from published microarray
studies of human HCC tumours and their non-tumour counterparts, with the help of
modern bioinformatics, data mining and gene annotation tools. Genome-wide or small
scale molecular profiling of HCC using high-throughput microarray techniques has been
increasingly used to delineate the molecular pathogenesis of the disease and correlate
major risk factors associated with HCC to specific molecular signatures [27]. However,
variability of the biological samples coupled with inherent technical limitations, as well
as the method of statistical analysis applied, all add up to remarkable variation between
experiments. The lack of consistency in microarray analysis and the confusion arising

from the increasing number of published data for cancer has been identified in literature
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[28]. Meta-analysis and other integrative bioinformatics approaches have been used to
provide more meaningful profiles from different studies [29], but they are difficult to
grasp for the average experimenter. Hence, the challenge of our study was to derive a
valid number of genes whose expression would be up-regulated in HBV- or HCV-
associated HCC, from the long lists of the published microarray data. We tackled this
problem by coupling our cross-comparison with the transcriptional profiler “Unigene”
and selecting criteria that should enrich for a set of biological functions, such as
enhanced gene expression in HCC as compared to normal tissue. Our methodology

provided eight genes with high probability of specific-expression in HCC.

Our results were validated for tissue specificity by PCR analysis in hepatoma and non-
liver cell lines, as well as in human liver specimens from surgical resections of HCC
tumours and matched non-tumour tissue. It is known that chronic viral hepatitis B and
in a lesser extent hepatitis C are the major aetiological factors for HCC, whereas
exposure to alcohol, aflatoxin B1, and certain metabolic diseases such as
haemochromatosis and ol-antitrypsin deficiency [1] are responsible for a small
percentage of cases. Although the molecular signature of HBV- and HCV-induced HCC
diverges since these viruses interact with the cellular genome in different ways [30], in
the case of 7 out of 8 candidate genes in our study, the published microarray data
corresponded to the results obtained from the HBV+ and HCV+ specimens. CYP2C8
showed no notable difference in mRNA expression however, this is a key enzyme that
metabolises many clinically prescribed drugs, among which are prominent
chemotherapeutics [31]. It is possible that such patient treatment may have induced this
enzyme temporarily in some of the studies used in our analysis, so that its up-regulation

was not directly relevant to HCC.
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Subsequently, mRNA expression of the candidate genes was investigated under HSV-1
infection conditions. Two viral products, the virion host shut-off (vhs) protein and the
immediate-early ICP27 gene product, have been shown to decrease cellular mRNAs via
degradation and impairment of host cell splicing [11, 32]. Interestingly however, a time
course of up to 8h post-infection revealed that wild type HSV-1 did not significantly alter
mRNA expression of the genes under study, while ChIP assays with RNA polymerase II
verified the mRNA profiles, thereby showing that the promoter activity of candidate

genes was not affected by HSV-1 infection.

Based on the profiles obtained from the patient specimens, ANGPTL-3, ADH6 and ApoB
were the most highly expressed genes in HCC, as compared to non-tumour tissue.
Luciferase reporter constructs containing respective promoter sequences were
therefore tested for liver specificity in hepatoma and non-liver cell lines. As expected, all
three promoters showed high and hepatoma-specific activity. In addition, they remained
active following super-infection of Huh-7 cells with wild type HSV-1 for at least 10h
post-infection, in agreement with the ChIP analysis data. While the latter approach has
been used to assess promoter activity under HSV-1 infection [33], several studies have
reported that function of foreign promoters may be altered when inserted into certain
loci of the HSV-1 viral genome [34]. An example of this is the cancer-specific human
telomerase reverse transcriptase (hTERT) promoter. It has been shown to be up-
regulated in cancer cell lines by HSV-1 [32], but when inserted into the viral genome in
front of interleukin 2, there was almost no cytokine production in glioma cells [34]. In
contrast, when ANGPTL-3-luciferase transcriptional cassette was cloned in the HSV-1

genome within the intergenic region 20, high luciferase levels were produced only in
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hepatoma cell lines, while an HCMV-luciferase virus generated higher, non-specific
activity in all cell lines tested. E2F-1 promoter behaved similarly to ANGPTL-3, both in
hepatoma-derived cell lines and in normal hepatocytes and WRL68 cells. However,
while E2F-1 promoter drives luciferase activity also in other cancer cell lines, such as
gliomas, and even in some rapidly proliferating non cancer cells, such as VERO cells,
ANGPTL-3 showed significant promoter activity only in hepatoma-derived cells (data

not shown).

In vivo, we confirmed that ANGPTL-3-luc expressed more luciferase in HCC xenografts
than in normal liver. However, it was not possible to demonstrate a clear difference
between ANGPTL-3-luc and HCMV-luc viruses in terms of tumour/liver transduction
because the activity of HCMV-luc in the liver was transient, instead of showing
progressive amplification over time, as observed in tumour xenografts. Therefore, it
seems that murine hepatocytes are not fully permissive for HSV-1 replication, and this
limits the peak luciferase activity detected in vivo. The same was observed for the
murine liver tumours derived from BNL cells. However, the crucial difference observed
between ANGPTL-3-luc and HCMV-luc was the lack of re-activation of transgene
expression of ANGPTL-3-luc in any normal organ. In contrast, HCMV-luc showed a
progressive increase in the luciferase signal in the abdominal area, corresponding to
adrenal glands, uterus and ovaries. A detailed biodistribution study is currently ongoing,
but this phenomenon seems to be a general characteristic of different HSV-1 strains
(manuscript in preparation). Therefore, we believe that the delayed luciferase activity
observed with HCMV-luc is due to replication of an initial amount of virus that reaches
these organs via systemic circulation following intrahepatic injection. Taking into

account that the ANGPTL-3-luc virus is not regulated at the level of replication, these
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data suggest that the ANGPTL-3 promoter exerts an efficient restriction of transgene
expression in a variety of normal tissues, which is more reliable than the inhibition

observed with other tumour-specific promoters such as E2F-1.

In conclusion, this study identifies and methodically characterises novel cellular
promoter sequences highly expressed in HCC, as compared to non-malignant liver tissue
from patients. These promoters remain active when expressed from the viral genome,
specifically in HCC-infected cells. Therefore, our results provide evidence towards their
potential application for HCC-specific transcriptional targeting in viral-based gene

therapy and oncolytic virotherapy with HSV-1-based viral vectors.
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Tables

Table 1. Candidate genes highly up-regulated in HCC identified from microarray

analysis.

Gene Name Accession Number Gene Symbol
glycogen synthase 2 NM_021957 GYS2
Serpin peptidase inhibitor, clade A

(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 7 NM_000354 SERPINA7
angiopoietin-like 3 NM_014495 ANGPTL-3
Inter-alpha (globulin) inhibitor H1 NM_002215 ITIH1
Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide

8 NM_000770 CYP2C8
inter-alpha (globulin) inhibitor H2 NM_002216 ITIH2
Alcohol dehydrogenase 6 (class V) NM_000672 ADH6
Apolipoprotein A-I NM_000039 APOA1
alpha fetoprotein NM 001134 AFP
Serine dehydratase NM_006843 SDS
Apolipoprotein B (including Ag(x) antigen) NM_000384 APOB
Fibrinogen beta chain NM_005141 FGB
Inter-alpha (globulin) inhibitor H3 NM_002217 ITIH3
Inter-alpha (globulin) inhibitor H4

(plasma Kallikrein-sensitive glycoprotein) NM_002218 ITIH4
Vitronectin NM_000638 VTN
Serpin peptidase inhibitor, clade A

(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1 NM_000295 SERPINA1
Coagulation factor II (thrombin) NM_000506 F2
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Figure Legends

Figure 1. Selection of candidate gene promoters based on known microarray data.
A. Diagram of the methodology used to identify novel gene promoters for HSV-1
retargeting of HCC. B. The normal/tumour expression ratio for the candidate genes was

calculated from Unigene EST expression profiles.

Figure 2. The candidate genes are specifically expressed in the liver and are not
down-regulated by HSV-1 infection. mRNA expression profiles: A. In liver and non-
liver cell lines, typical of at least three independent experiments. Hypoxia inducible
factor 1-alpha (HIF-1a) was used as internal PCR control. B. In primary non-tumour (N)
and tumour (C) cells from patients with HBV-related (HBV+) and HCV-related (HCV+)
HCC. 28S rRNA was used as internal PCR control. C. Infection with wild type HSV-1 in
Huh-7 cells. The interrupted line represents the non-infected control (n.i.). All values
(mean = SD) were normalised against 28S rRNA and presented as a percentage of this.
One-way ANOVA and student’s t-tests between samples showed that differences
between samples were not statistically significant (p>0.05). D. NPY mRNA expression in
various cell lines. E. ChIP assays in mock-infected Huh-7 cells and 6hp.i. with wild-type
HSV-1. Lanes 1 and 4 represent RNA polymerase II-enriched DNA, Lanes 2 and 5 non-
specific IgG-enriched DNA and lanes 3 and 6 depict input DNA (PCR control). GAPDH
and Negative control primers were used as positive and negative controls according to

the manufacturer’s instructions.

Figure 3. Liver-specific promoter activity in cell lines of hepatic and non-hepatic

origin and under viral infection. Transient transfections with luciferase-reporter
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plasmids containing A. ANGPTL-3 B. ADH6 and C. ApoB promoters. The Huh-7 value
(mean+SD) was set as 1 and all other values are a fold ratio of this. D. Promoter activity
in Huh-7 cells following infection HSV-1 24h post tranfection (p.t.). The non-infected
control at 24h was assigned as 100%. All other values (mean+SD) at post-infection (p.i.)
intervals and at 34h p.t. are a percentage of this. Student’s t-test showed that the
difference between the non-infected control and the activity at Zhp.. was not

statistically significant (p>0.05).

Figure 4. Construction and evaluation of the ANGPTL-3-luc, E2ZF-1-luc and HCMV-
luc viruses. A. Schematic representation of the viral genomes B and C. Cells were
infected with viruses and luciferase was measured at 16hp.i. Luciferase values were
normalised to the amount of (3-galactosidase activity. Student’s t-test between samples
showed that luciferase activity between the wild type-infected control (wt) and the
ANGPTL-3-Luciferase virus was statistically significant (* = p<0.05). The experiment

was performed in triplicate. NH: normal hepatocytes.

Figure 5. Specificity of the ANGPTL-3-luc virus in human HCC xenograts.
Subcutaneous Huh-7 tumour xenografts growing in the flank of nu/nu mice, were
injected, intratumourally (IT), with a single dose of 1x10° pfu ANGPTL-3-luc (white
circles, grey line), E2F-1-luc (black circles, black line) or HCMV-luc viruses (black
squares, discontinuous line). Tumour-free animals were inoculated intrahepatically (IH)
with 2x10° pfu of the viruses. A. Images of representative animals taken at days 1, 3, 5
and 13 following virus inoculation, are shown to indicate localisation of luciferase
expression. In the artificial colour scale, red represents maximum and blue represents

minimum intensities, but the picture is not intended for comparison of bioluminescence
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because different times of exposure and acquisition modes were used. Average values of
luciferase activity are shown for each group (n=5) at different days post-infection in the
tumour (B) or the liver (C). In panel C, the values correspond to bioluminescence from
the liver during the first 3 days, and from the abdominal area later on. The background

luminescence is approximately 2x10* photons/second. *, p<0.05.

Figure 6. Specificity of the ANGPTL-3-luc virus in murine HCC tumors in syngeneic
mice. Subcutaneous BNL tumours growing in the flank of Balb/c mice, were injected,
intratumourally (IT), with a single dose of 2x107° pfu ANGPTL-3-luc (white circles, grey
line) or HCMV-luc viruses (black squares, discontinuous line). Tumour-free animals
were inoculated intrahepatically (IH) with 10’ pfu of the viruses. A. Images of
representative animals taken at days 1, 3 and 5 following virus inoculation, are shown to
indicate localisation of luciferase expression. Average values of luciferase activity are
shown for each group (n=5) at different days post-infection in the tumour (B) or the
liver (C). In panel C, the values correspond to bioluminescence from the liver during the
first 3 days, and from the abdominal area later on. The background luminescence is

approximately 2x10* photons/second. *, p<0.05.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Supplemental Material

Gene Name Sequence Produ Tan Cycle
ct Size (°C) s
(bp)
ANGPTL-3 F:5’-TCTATCGCTGCAAACCAGTG-3’ 293 60 26
(Angiopoietin-like 3) R:5’-CGGTCTGGAGAAGGTCTTTG-3’
CYP2C8 F:5’- GCTGTAGTGCACGAGATCCA-3’ 248 57 35
(Cytochrome P450, R:5’- TTTCCTGCTGAGAAAGGCAT-3’
family 2, subfamily C,
polypeptide 8)
VTN F:5’- CGAGGAGAAAAACAATGCCAC- 499 57 35
(Vitronectin) 3
R: 5’-CGAAATATCTCTGACGGCTTC-

3’
ADH6 F: 5’-ATGGTACCAGCAGGTTTACC-3’ 448 57 30
(Alcohol dehydrogenase  R:5’-ACGTCCAGATTTCCAATGGC-3’
6 - class V)
ApoB F:5’-AGCCTTGCTGAAGAAAACCA-3’ 364 56 24
(Apoliprotein B) R:5’-CATGCCTTTGATGAGAGCAA-3’
FGB F: 5’-CTGTGGCCTACCAGGTGAAT-3’ 248 57 20
(Fibrinogen beta chain) R: 5-TCATGGTCCTGTTTTCTCCC-3’
ITIH3 F: 5’-TGTATAACCTGGGCTTTGGC-3’ 328 60 28
(Inter-alpha - globulin - R:5’-GTGAAGGTCAGGTCGTTGGT-3’
inhibitor H3)
ITIH1 F: 5" TTC TCC GCC TTT GGA GAT GC 301 58 30
(Inter-alpha - globulin - 3
inhibitor H1) R 5" GAA GTA CGT GCC GTC ATG CT

3
HIF-1a F:5’-CAGCTATTTGCGTGTGAGGA-3’ 470 60 20
(Hypoxia inducible R:5’-CCAAGCAGGTCATAGGTGGT-3’
factor-1a)
28S rRNA F:5'-TGA ACT ATG CTT GGG CAG GG- 500 55 14

3"

R:5’- AGC GCC ATC CAT TTT CAG
GG-3'

Table 1A
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Gene Name

Sequence

ADH6

F:5’-TGGATAATAAGAGGGGACCTG-3’
R:5’-GGGAGATCCTGTAGCAACTTTC-3’

CYP2C8 F:5’-AATACCTTGGGCTCCAATCC-3’
R:5’-CACCAGGACCACAAAAGGTT-3’

ApoB F:5’-TAGAAAAGCAAACAGGTCA-3’
R:5’-CTGGCGCCCGCCAGCAGC-3’

FGB F:5’-CAGCCAACAAGTGAACCAAA-3’
R:5’-TGTGGAAGCTCCAAGAAACC-3’

ITIH1 F:5’-TGTGTTAGGTTGATGCAAAAGTC-3’
R:5’-ACCGTCCATGCTCTAAGGCT-3’

ITIH3 F:5’-CAGGAATGAAGCCCCAAC-3’
R:5’-AGCCGAAAGGGGCTTCTC-3’

ANGPTL-3 F:5’-CGTGCAAGTTAACACGGCT-3’
R:5’-GAGGAACAATAAAAAGAAGGAGCTT-3’

VTN F:5’-GGAGGTTGAGCAAACAGAGC-3’
R:5’-AGCAGGGCCAGTATGAGAAG-3’

NPY F:5’-CCGCTTCTTCAGGCAGTG-3’
R:5’-CGGATGGGGTGCAGAGAG-3’

Table 1B

157



Referen Specim Sex Tumour HBV  HCV Array Gene
ce en Stage (no) statu statu Numb
N+C S S er
(no)
(D 20+20 u u u u In-house 1000
(2) 3+3 M u(1),wD(1),MD(1) -/+/- +/-/-  Atlas of Human 588
Cancer
(3) 6+8 M+F  III (MD), IV(WD) u u Affymetrix- 35000
GeneChip
(4) 20+30 M+F PD(10),MD(10),WD + - In-house 10376
(10)
(5) 37+37 u u + - In-house 9000
(6) Conly  M+F Mostly MD, +(14) +(31) Affymetrix- 6000
(56) WD,PD HuGeneFL
Conly
(56)
(7) 3+12 M u u u In-house 12800
(8) 10+10 M+F WD(2),MD(3)PD(5) +(6) +(9) In-house 930
(9) 20+20 u u +(10) +(10) In-house 23040
(10) 74+102 u u u u In-house 17400
(11) 8+8 u PD(4),WD(4) u u In-house 3000
(12) 76+104 u u u u Stanford Microarray
Database
(Meta-analysis)
(13) 4+4 u u u u Affymetrix - 12588
Hu95A Oligoprobe
Gene Chip
(14) 74+82 u u u u Stanford Microarray
Database
(Meta-analysis)
(15) Conly u PD,MD u u Affymetrix- 6000
(33) HuGeneFL
(16) 1245 M u + - In-house 8448
(17) 949 u u u + Genomic Solutions 1152
- GeneMap Cancer
(18) 53+80 u +| - In-house array and Meta-
analysis
(19) 17+20 M  WD(2),MD(9),PD(9 - - In-house 3072
)
(20) 33+33 u WD,MD + - In-house and 12393
Atlas human 1176
cancer 1.2
(21) 10+10 u PD(6),MD(4) +(8) - In-house 3100
Table 2
Table Legends
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Table 1A. Sequences of mRNA specific primers and PCR conditions used for

amplification of the candidate genes.

Table 1B. Sequences of gene specific primers used in ChIP analysis.

Table 2. Classification of clinical features of patient samples and microarray
analysis details as illustrated in the studies used for bioinformatics analysis. Key:
u=unknown, N+C (normal+cancerous), PD=poorly differentiated, MD=moderately

differentiated, WD=well-differentiated, F=female, M=male.
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