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1. Introduction 
 

 

1.1. La thérapie génique 
 

 

1.1.1. Généralités 
 

L’essor de la génétique et de la biologie moléculaire a permis une compréhension plus 

précise des processus moléculaires qui sont à l’origine de nombreuses maladies et a 

profondément modifié l’approche thérapeutique. Les nouveaux outils diagnostiques 

permettent d’identifier, pour chaque patient, les déterminants moléculaires de sa pathologie. 

Les nouvelles thérapies ambitionnent d’atteindre directement et spécifiquement chacun de ces 

déterminants. La méthode consiste alors à adapter le traitement à chaque malade dans le cadre 

d’un traitement personnalisé. Cette stratégie permet aussi de cibler le caractère complexe ou 

multifactoriel des maladies. Le traitement personnalisé ne permet d’administrer le 

médicament qu’au patient susceptible de réagir positivement en fonction de la signature 

moléculaire de sa maladie et de combiner les traitements en fonction des cibles identifiées. 

L’efficacité est accrue, les traitements inopérants peuvent être prédits et les effets secondaires 

sont réduits. Dans ce contexte, la thérapie génique offre des perspectives intéressantes d’une 

part parce qu’elle propose de s’attaquer directement aux causes de la maladie plutôt que de 

traiter ses conséquences, et d’autre part parce qu’il s’agit d’une thérapie ciblée par définition.  

 

La thérapie génique consiste à introduire du matériel génétique dans des cellules 

somatiques humaines. Cette stratégie permet de pallier à une anomalie génétique telle qu’un 

défaut de l’expression d’un gène en restaurant une situation correcte ou d’exprimer un gène 

thérapeutique. Il existe 2 grandes approches de thérapie génique. L’approche dite ex vivo 

consiste à réaliser, dans un organe cible, une greffe de cellules préalablement modifiées 

génétiquement en laboratoire. L’approche in vivo, quant à elle, permet l’introduction directe 

du matériel génétique dans les cellules soit directement dans l’organe cible soit par le biais de 

la circulation sanguine. Outre ces 2 approches, les thérapies géniques se différencient par le 

type d’acide nucléique utilisé. Le choix du transgène constitue un aspect déterminant de la 

thérapie et il dépend bien évidemment de la maladie ciblée. La thérapie génique vise à 

exprimer, restaurer, inhiber ou remplacer un gène. De ce fait, l’ADN intégré de façon 

permanente au génome ou présent de façon épisomique et l’ARN sont des molécules de choix 

pour cette approche thérapeutique. Il est à noter que les approches utilisant l’ADN non intégré 

au génome et l’ARN présentent l’avantage d’être réversibles. Ainsi, le transgène sera éliminé 

au cours des divisions cellulaires. Le choix de la stratégie de thérapie génique va donc 

dépendre de plusieurs paramètres et prendre en compte des considérations telles que l’effet 

thérapeutique escompté, le type d’acide nucléique utilisé, la cellule ou l’organe ciblé et la 

méthode d’adressage envisagée. Enfin, la thérapie génique ouvre de meilleures perspectives 

pour un traitement de longue durée, moins toxique, mieux localisé et moins coûteux que les 

thérapies visant à administrer des protéines recombinantes (Chernajovsky et al., 2004). 

 

Le premier essai clinique de thérapie génique chez l’homme a été réalisé aux Etats-

Unis en 1989 par S. Rosenberg, F. Anderson et M. Blaese. Cette démonstration de la 
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faisabilité de la thérapie génique ex vivo a été effectuée sur des patients souffrant d’une 

maladie connue pour provoquer une défaillance immunitaire sévère dû à un déficit en 

adénosine désaminase (ADA). Le protocole consistait à prélever des lymphocytes chez la 

patiente et de les transduire par un vecteur rétroviral exprimant le gène codant pour l’ADA. 

Ainsi, la ré-introduction des cellules modifiées à la patiente permettait de rétablir les fonctions 

du système immunitaire. A la suite de ce premier essai, la thérapie génique a connu un essor 

considérable et les essais précliniques et cliniques se sont multipliés. Le premier véritable 

succès de thérapie génique a été réalisé en France par l’équipe de A. Fischer (Cavazzana-

Calvo et al., 2000). L’objectif était de traiter des enfants souffrant du déficit immunitaire 

combiné sévère lié au chromosome X (DICS-X) qui provoque une absence du système 

immunitaire. Ces patients doivent rester confinés dans un environnement stérile, d’où leur 

nom d’« enfants bulle ». Les cellules de la moelle osseuse des malades ont été transformées 

génétiquement ex vivo grâce à un rétrovirus puis la ré-administration des cellules modifiées a 

permis de restaurer les fonctions immunitaires de ces patients. 

En 2012, soit plus de 20 ans après la première tentative, plus de 1700 essais de thérapie 

génique ont été référencés dans le monde, montrant le réel engouement pour cette nouvelle 

stratégie de traitement. Les essais de thérapie génique concernent majoritairement les cancers 

qui représentent la majorité des études (Edelstein et al., 2004, 2007) (Figure 1). 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Cibles cliniques de la thérapie génique 

(www.wiley.co.uk/genmed//clinical) 

 

 

Dans le cas des cancers, le traitement actuel repose essentiellement sur la chirurgie, la 

radiothérapie et la chimiothérapie. Les résultats sont encourageants et en constante 

progression, notamment quant au risque de rechute. Néanmoins, ces résultats restent 

perfectibles et des formes de résistance à ces thérapies peuvent se développer. Il existe donc 

une demande et un réel besoin de concevoir de nouvelles approches thérapeutiques. Les 

progrès dans le domaine du diagnostic permettent d’établir la signature moléculaire des 

cancers, l’enjeu étant de trouver des cibles suffisamment spécifiques à chaque signature et 

ainsi développer des outils thérapeutiques pour les cibler. Dans ce contexte, les thérapies 
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géniques pourraient jouer un rôle de premier plan en constituant soit des traitements adjuvants 

aux thérapies actuelles soit des traitements alternatifs. 

Pour le traitement des cancers, il convient également de prendre en compte 

l’hétérogénéité des cellules tumorales. Les cellules souches cancéreuses (CSC) en particulier, 

constituent une population de cellules au sein de la tumeur qui attirent aujourd’hui l’intérêt 

des chercheurs (Duarte et al., 2012). Elles ont été identifiées pour la première fois dans un 

type de leucémie myéloïde aiguë (LMA) (Lapidot et al., 1994). C’est grâce à leur particularité 

d’exprimer des marqueurs de surface différents des autres cellules de la tumeur qu’elles ont 

pu être triées par cytométrie de flux. L’admistration de ces cellules à des souris 

immunodéficientes a démontré la capacité des CSC de générer des tumeurs. Ces cellules ont 

ensuite été isolées dans de nombreux types de tumeurs solides comme le glioblastome (Singh 

et al., 2004), le carcinome du sein (Al-Hajj, 2003) ou du pancréas (Li et al., 2007). Les 

traitements anti-cancéreux traditionnels ciblent spécifiquement les cellules à division rapide, 

en ciblant la mitose ou la réplication de l’ADN. Les CSC alimentent la croissance tumorale et 

ont une vitesse de division lente, ce qui les conduit à l’échappement à ces traitements. Ces 

CSC pourraient donc être à l’origine des phénomènes de résistances aux traitements, de 

rechutes et de métastases. Dans cette optique, l’élaboration de nouvelles stratégies 

thérapeutiques ciblant les CSC et basées sur la thérapie génique pourraient s’avérer efficaces. 

 

Il est cependant important de souligner que la thérapie génique, malgré son fort 

potentiel thérapeutique, ne fait actuellement pas partie des outils habituellement utilisés en 

clinique. Les risques associés à de telles thérapies sont au cœur des débats. Ils ont été 

notamment mis en lumière lorsque, parmi les patients traités pour le DICS-X par l’équipe de 

A. Fischer, un enfant décéda suite à une leucémie induite par l’insertion aléatoire du transgène 

dans un proto-oncogène. Les protocoles de thérapie génique doivent satisfaire aux mêmes 

exigences que les autres traitements, aussi bien du point de vue éthique que sanitaire. 

L’innocuité et l'efficacité d'un traitement sont rigoureusement évaluées au cours des 

différentes phases d’essais cliniques. En 2012, plus de 95 % des essais de thérapie génique 

sont en phase I, I/II ou II alors qu’à peine 5 % sont en phase II/III et III (The Journal Of Gene 

Medicine, www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Ce constat illustre bien les difficultés 

rencontrées par la thérapie génique. Il montre que des progrès sont encore nécessaires et que 

des stratégies nouvelles doivent être imaginées pour lever différentes limitations techniques et 

permettre l’entrée de la thérapie génique en clinique. Des aspects tels que le choix du 

transgène, le contrôle de l’intensité et de la durée de l’expression transgénique ou l’efficacité 

de la méthode d’adressage aux cellules cibles, sont autant de points clés pour lesquels des 

améliorations sont requises. Ils seront détaillés dans la suite de cette introduction.  

 

 

1.1.2. Les verrous techniques 

 

Pour assurer un effet thérapeutique satisfaisant, les stratégies doivent répondre à des 

critères précis, notamment : 

- Le ciblage des cellules dans lesquelles l’introduction du matériel génétique est souhaitée doit 

être spécifique.  

- L’adressage du transgène à ces cellules doit être efficace. 

- L’intensité de l’expression du transgène doit être adaptable à la thérapie envisagée. 

http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical
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- La durée de l’expression du transgène au niveau de la cible doit être contrôlable. 

 

A l’heure actuelle, des limitations techniques liées à ces différents critères empêchent 

l’essor des thérapies géniques en clinique. Ils sont en relation avec la grande diversité des 

pathologies concernées et la variété des cibles envisagées. Il est donc illusoire de concevoir 

une solution unique et universelle de thérapie génique mais il convient au contraire de 

proposer une grande variété d’outils ponctuels. Ces outils pourront être combinés entre eux ou 

avec des protocoles d’ores et déjà utilisés en clinique (chirurgie, chimiothérapie, 

radiothérapie) afin d’élaborer in fine des stratégies capables de répondre à une situation 

pathologique particulière.  

 

Au cours de cette thèse, nous avons souhaité contribuer à cette démarche en proposant 

des solutions ponctuelles à certains de ces verrous. Au travers d’une démarche expérimentale 

in vivo chez la souris, notre projet consiste à tester la faisabilité de nos propositions qui 

ambitionnent de répondre, de façon originale, à 4 questions qui se posent vis-à-vis des 

thérapies géniques. 

 

- Quel transgène utiliser ? 

 

Il est primordial d’orienter le choix du transgène à l’effet thérapeutique désiré. 

Plusieurs stratégies ont été envisagées parmi lesquelles l’obtention de mutations de correction, 

le déclenchement ou la stimulation de la réponse immunitaire, l’inhibition d’un gène 

surexprimé, l’inhibition de processus physiologiques ou encore l’élimination des cellules 

cancéreuses (thérapie suicide).  

Les stratégies basées sur l’inhibition de l’expression génique ont particulièrement retenu notre 

attention. La découverte des ARN interférents et leur rôle ont profondément éclairés la 

compréhension de la régulation génique. Ces petits ARN non codants apparaissent comme 

des éléments clés du mécanisme de l’ARN interférence (ARNi) à l’origine de la dégradation 

des ARN messagers (ARNm) ou de leur blocage au niveau traductionnel. Les microARN 

(miARN) sont les acteurs naturels de l’interférence ARN et la possibilité de synthétiser des 

miARN artificiels permet de cibler, a priori, tout le transcriptome. Notre travail propose 

d’étudier la faisabilité d’une stratégie de thérapie génique basée sur l’utilisation des miARN. 

La biogénèse et le mode d’action de ces petits ARN non codants seront décrits dans le 

paragraphe 1.2.3. de cette introduction. 

 

- Comment adresser le transgène aux cellules cibles ? 

 

Le succès d’un protocole de thérapie génique réside dans l’efficacité et la spécificité 

de la délivrance du gène thérapeutique au tissu ciblé. Plusieurs méthodes d’adressage sont, à 

ce jour, utilisables. Elles diffèrent quant à leur efficacité, leur spécificité et leur innocuité. 

Elles seront abordées plus en détail dans la suite du manuscrit (Cf. 1.4.). 

 

- Comment contrôler l’expression du transgène ? 

 

La thérapie génique nécessite une expression transgénique adaptée au type cellulaire 

ou au tissu choisi, à un moment opportun et en quantité ajustée au besoin. En effet, suivant 
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l’effet escompté, l’expression du transgène doit être plus ou moins durable, spécifique et 

régulée. De plus, la réussite d’un protocole de thérapie génique passe bien entendu par la 

nécessité de ne pas générer d’effets secondaires (réponse immunitaire, cytotoxicité, 

inflammation, …). Les méthodes d’adressage seules ne permettent pas toujours de contrôler 

efficacement et précisément tous les paramètres de l’expression génique. Notre étude propose 

de contrôler l’expression d’un transgène dans le temps et dans l’espace en utilisant un 

promoteur thermo-inductible dont les caractéristiques seront détaillées par la suite (Cf. 

1.3.2.2.). 

 

- Comment évaluer l’efficacité d’une thérapie dans le temps ? 

 

Le suivi de la thérapie génique est essentiel afin de contrôler l’effet et la distribution 

spatiale et temporelle effective du transgène (Waerzeggers et al., 2009). Il peut être réalisé in 

vivo par des méthodes d’imagerie moléculaire en suivant l’expression de gènes rapporteurs. 

Plusieurs méthodes d’imagerie peuvent être mises en œuvre chez l’animal dans le cas d’un 

protocole de thérapie génique et seront décrites dans la suite de l’introduction (Cf. 1.5.). 
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1.2. Une stratégie antisens ou ciblage de l’ARNm 

 

 

1.2.1. L’ARNm : structures et fonctions 

 

 L’objectif principal de cette partie est d’introduire les différents termes qui seront 

nécessaires à la compréhension de la suite de ce manuscrit. 

L’ARNm est transcrit à partir d’un gène puis est traduit en protéine. Nous commencerons par 

aborder les caractéristiques propres aux ARNm puis nous détaillerons le mécanisme de 

traduction.  

 

L’ARNm est composé de plusieurs éléments qui sont : 

- la coiffe (ou cap), qui est une structure en 5’ de l’ARNm, de forme générique m
7
GpppN (où 

m
7
G est une guanosine méthylée en position 7, ppp est une liaison triphosphate et N est le 

premier nucléotide du transcrit). 

- une région non-traduite en 5’, nommée 5’UTR (untranslated region). 

- un cadre ouvert de lecture contenant la séquence codante de la protéine. 

- une région non traduite en 3’, nommée 3’UTR. 

- une queue polyA en 3’, qui est une succession de nombreuses adénosines. 

 

La traduction des ARNm se fait selon deux modes : (1) la traduction dépendante de la 

coiffe et (2) la traduction indépendante de la coiffe impliquant les sites internes d’entrée des 

ribosomes (Internal Ribosomal Entry Site = IRES) aussi appelée traduction IRES-dépendante.  

Nous allons nous intéresser ici à la traduction dépendante de la coiffe d’un ARNm (Figure 2) 

qui concerne la majorité des transcrits (Haar et al., 2004). 

 

 

 

 

 
 

Figure 2 : Les étapes de la traduction  

(Nilsen, 2007) 

(a) L’ARNm eucaryote possède un codon d’initiation (start) et un codon de terminaison (stop) 

de la traduction. L’ARNm présente une coiffe en 5’ et une queue polyA en 3’, il comprend en 

plus de la partie codante les régions non traduites 5’UTR et 3’UTR. (b) Traduction de 

l’ARNm en protéine par les ribosomes. 
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La traduction dépendante de la coiffe comprend 3 étapes : 

 

- L’initiation qui a lieu grâce à la reconnaissance de la coiffe par des facteurs d’initiation de la 

traduction eIF (eucaryotic translation Initiation Factor). Un acteur principal est le complexe 

eIF4F, composé de 12 facteurs protéiques, qui permet la reconnaissance de la coiffe. La sous-

unité 40S du ribosome est recrutée et lit la région 5’ de l’ARNm à la recherche du codon 

initiateur de la traduction. La grande sous-unité 60S du ribosome vient alors se fixer pour 

poursuivre la traduction dans l’étape d’élongation.  

Il est à noter que eIF4G, faisant parti du complexe eIF4F, interagit avec la protéine PABP1 

(polyadenylate-binding protein 1) qui est elle-même associée à la queue polyA de l’ARNm. 

Cette interaction permet le rapprochement des 2 extrémités de l’ARNm et cette 

« circularisation » facilite l’initiation de la traduction et le recyclage des ribosomes. 

 

- L’élongation consiste en la synthèse d’une chaîne peptidique. Chaque codon de l’ARNm est 

reconnu par l’anticodon correspondant d’un ARNt. Ces derniers sont spécifiquement liés à un 

acide aminé qui s’ajoute à la chaîne peptidique en cours d’élongation. 

 

- La terminaison a lieu lorsque le ribosome arrive au codon terminateur. Cette étape, catalysée 

par les eRF (eucaryotic Release Factors) consiste en un relargage des acteurs de la traduction. 

 

 

1.2.2. Une stratégie antisens (ou ciblage de l’ARNm) 

 

Certaines thérapies géniques visent à moduler l’expression de gènes préalablement mis 

en évidence comme étant responsables de la pathologie. Les stratégies de la thérapie génique 

consistent soit à apporter un vecteur d’expression capable de conduire à la synthèse d’une 

protéine d’intérêt pour le défaut génétique, soit de cibler directement la protéine défectueuse 

ou surexprimée, soit de moduler la synthèse d’une protéine au niveau de la transcription ou de 

la traduction de son ARNm.  

 

Ce paragraphe est consacré aux approches qui consistent à cibler l’ARNm au niveau 

post-transcriptionnel pour induire une inhibition de la traduction afin d’abaisser le niveau 

d’expression d’un gène responsable d’une maladie. A cet effet, différents moyens ont été 

proposés (Figure 3) et nous évoquerons successivement l’utilisation d’oligonucléotides 

antisens, de ribozymes et d’ARN interférents. 
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Figure 3 : Stratégies antisens  

(Kurreck, 2003) 

Les stratégies ciblant l’ARNm utilisent des oligonucléotides antisens, des ribozymes ou des 

ARN interférents pour bloquer l’ARNm au niveau post-transcriptionnel. Ces stratégies sont 

différentes de l’utilisation de composés permettant l’inactivation de protéines qui sont des 

stratégies post-traductionnelles (représentées sur la gauche du schéma).  

 

 

Les oligonucléotides antisens 

 

En 1978, Zamecnik et Stephenson (Stephenson and Zamecnik, 1978; Zamecnik and 

Stephenson, 1978) ont mis en évidence le potentiel des oligonucléotides antisens. Ces 

molécules d’ADN ou d’ARN se fixent spécifiquement par complémentarité de bases sur une 

séquence cible de l’ARNm. La création de ce duplex permet l’arrêt de la traduction de 

l’ARNm cible par blocage stérique ou sa dégradation par recrutement de la RNase H. Les 

oligonucléotides antisens peuvent être modifiés chimiquement afin d’en améliorer leurs 

performances. Ils ont été mis en oeuvre dans plusieurs études cliniques. L’une d’entre elles a 

conduit à la mise sur le marché d’un médicament nommé Vitravene (Formivirsen sodium ; 

Isis Pharmaceuticals, USA) indiqué en traitement local de la rétinite à cytomégalovirus chez 

les patients atteints du syndrôme d'immunodéficience acquise (SIDA). 

 

Les ribozymes 

 

Dans les années 1980, Cech et Altman (Waldrop, 1989) démontrèrent le potentiel 

catalytique des ribozymes. Leur découverte fut récompensée par le prix Nobel de Chimie en 

1989. Les ribozymes sont des molécules d’ARN (naturels ou synthétiques) capables de cliver 

de manière spécifique la liaison phosphodiester des ARNm grâce à une réaction de trans-

estérification ou d’hydrolyse (Doherty and Doudna, 2001). Cette découverte du potentiel 

catalytique de ces molécules d’ARN a bouleversé les fondements de la biologie. Suite à cette 

découverte, de nouvelles perspectives dans l’élaboration de stratégies thérapeutiques furent 

envisagées. Dans des études de cancérologie, plusieurs gènes ont été ciblés par des ribozymes 
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(Kijima et al., 1995) comme le proto-oncogène Ras (Wang et al., 2002) jouant un rôle dans la 

prolifération cellulaire, le facteur de transcription c-fos (Scanlon et al., 1991, 1994), le gène 

mdr-1 codant pour une phosphoglyco-protéine membranaire à l’origine de la résistance aux 

traitements anti-cancéreux (Nagata et al., 2002), la métalloprotéase MMP-9 impliquée dans 

les processus métastatiques (Hua and Muschel, 1996) et le gène VEGFR-1 codant pour un 

récepteur du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Pavco et al., 2000). Ce dernier 

ribozyme, nommé Angiozyme® (RPI.4610), a été testé dans des cas de cancers du rein mais, 

face à son manque d’efficacité, les essais cliniques ont été abandonnés. Actuellement, aucun 

ribozyme n’a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) comme médicament. 

 

 Les ARN interférents 

 

L’ARNi est un phénomène naturel mettant en jeu des petites molécules d’ARN 

nommés ARN interférents. Il a été constaté pour la première fois par R. Jorgensen au début 

des années 1990. L’introduction d’un transgène visant à augmenter la pigmentation violette 

des pétunias avait conduit à l’effet inverse de l’effet escompté : les pétunias obtenus étaient 

devenus blancs ou anormalement pâles dans la plupart des cas. L’expression du gène 

endogène avait été inhibée par l’introduction du transgène. En 1998, Fire et Mello (Fire et al., 

1998) constataient que la présence d'ARN double brin d'un gène entraînait la dégradation 

spécifique, rapide et efficace de l'ARNm correspondant. Leur étude chez le ver Caenorabditis 

elegans leur valut le Prix Nobel de Médecine en 2006. Ce phénomène d’ARNi, conservé au 

cours de l’évolution, a été par la suite mis en évidence chez les mammifères.  

L’ARNi, mécanisme naturel de la cellule, permet la répression post-transcriptionnelle 

de l’expression génique. Le procédé est à ce jour bien connu et les ARN interférents sont 

désormais utilisables en recherche pour réprimer l’expression d’un gène en agissant sur 

l’ARNm. Les ARN interférents sont de petites séquences d’ARN non codantes de 20 à 30 

nucléotides. Il existe différents ARN régulateurs comme les miARN (microARN) endogènes 

ou synthétiques, les siARN (small-interfering RNA) et les shARN (short hairpin RNA). Les 

ARN interférents synthétiques peuvent être apportés par l’expérimentateur afin de réguler 

l’expression des gènes. Leur biogénèse est un processus multi-étapes (Figure 4). 
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Figure 4 : L’ARNi, un processus multi-étapes  

(Scherr and Eder, 2007) 

La biogénèse des ARN régulateurs interférents siARN, shARN et miARN est un processus 

multi-étapes. Une fois dans la cellule (ou présent de façon endogène pour les miARN), ces 

ARN double brins sont pris en charge par différentes protéines pour former un duplex ARN / 

ARN. Un brin de ce duplex (brin guide ou brin mature) est prit en charge par le complexe 

protéique nommé RISC (RNA-induced silencing complexe). Une reconnaissance puis une 

hybridation spécifique de l’ARN interférent sur l’ARNm cible a lieu. Cette reconnaissance 

entraîne une inhibition de l’expression du gène ciblé soit par clivage de l’ARNm, soit par 

inhibition de sa traduction. 

 

 

La maturation des ARN interférents permet l’obtention d’un duplex ARN / ARN avec 

des extrémités 3’ sortantes. Ce duplex est pris en charge par un complexe ribonucléoprotéique 

nommé RISC (RNA-induced silencing complexe) dont la composition diffère selon l’ARN 

interférent mis en jeu. Le brin mature (ou brin guide) du duplex s’hybride par 

complémentarité de séquence plus ou moins parfaitement, selon le cas, sur l’ARNm cible. 

Cette fixation aboutit à l’inhibition de l’expression du gène soit grâce à la répression de la 

traduction soit grâce au clivage de l’ARNm ciblé. Il est à noter qu’en présence de siARN la 

complémentarité de séquence entre l’ARN interférent et l’ARNm est parfaite alors qu’il existe 

éventuellement des zones non-appariées lorsque l’ARNi est exercée par un miARN naturel. 
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Le mécanisme d’action des miARN sera abordé plus en détail dans la suite de cette 

introduction. 

 

 

1.2.3. Les microARN : acteurs pour une thérapie génique 

 

1.2.3.1. Caractéristiques et fonctions 

 

Les miARN sont des séquences simple brin d’environ 22 nucléotides et font partie de 

la classe des petits ARN non codants. Leur découverte est récente puisque c’est en 1993 que 

le premier miARN fut identifié chez Caenorabditis elegans (Lee et al., 1993). Il s’agit d’un 

petit ARN naturel de 22 bases, nommé lin-4, qui réprime la traduction de la protéine LIN-14 

en interagissant par complémentarité de séquence avec une région dans le 3’UTR de son 

ARNm. L’inhibition de lin-14 par lin-4 est une étape essentielle au développement larvaire 

chez cet organisme. Depuis cette découverte, l’existence de miARN a été mise en évidence 

chez d’autres organismes, y compris chez les mammifères, les plantes et les eucaryotes 

unicellulaires.  

 

Les miARN ciblent spécifiquement, par complémentarité de bases, les ARNm. Leur 

action est de déclencher la dégradation d’un ARNm cible ou d’en bloquer la traduction. Les 

miARN sont donc des régulateurs de l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel.  

 

En 2012, plus de 18 000 miARN sont référencés sous la forme précurseur (Cf 1.2.3.2.) 

dans la base de données miRBase (Release 18) dans plus de 160 espèces. Pour l’Homme, plus 

de 1 500 séquences précurseurs sont référencées. Les miARN ont été identifiés comme 

régulant 30% des ARNm de la cellule (Lewis et al., 2005; Filipowicz et al., 2008). La plupart 

d’entre eux sont tissus spécifique (Davis-Dusenbery and Hata, 2010), ils contribuent ainsi au 

profil d’expression des gènes spécifique à chaque cellule (Krol et al., 2010). De plus, un 

même miARN peut cibler jusqu’à une centaine d’ARNm (Krol et al., 2010) et un ARNm peut 

être la cible de plusieurs miARN différents. Les miARN ont des fonctions biologiques 

diverses et sont impliqués, entre autres, dans la prolifération cellulaire, l’apoptose et le 

développement (Alvarez-Garcia and Miska, 2005). Les miARN forment ainsi une grande 

famille de molécules qui joue un rôle fondamental dans la régulation de l’expression du 

génome. 

 

 

1.2.3.2. Mode d’action 

 

La synthèse des miARN est issue d’un mécanisme bien conservé dans le monde vivant 

mais dans cette partie nous décrirons plus particulièrement la biogénèse des miARN chez les 

mammifères.  

Une séquence primaire appelée pri-miARN est transcrite grâce à l’ARN polymérase II 

dans le noyau (Lee et al., 2004) à partir d’un gène miARN ou d’une portion intronique d’un 

gène codant pour une protéine (Krol et al., 2010). Le pri-miARN est ensuite coiffé et 

polyadénylé dans le noyau. La séquence pri-miARN comprend une région en tige-boucle 
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imparfaitement appariée. Cette structure va être prise en charge à 2 niveaux par des RNases 

III de type endonucléases nommées Drosha et Dicer. Chacune de ces 2 enzymes est 

complexée à des protéines contenant des domaines de liaisons aux ARN doubles brins. La 

première étape de maturation a lieu dans le noyau et fait intervenir Drosha complexée à la 

protéine DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) (Han, 2004). Ce complexe 

induit le clivage nécessaire à la formation du pré-miARN qui est une séquence précurseur en 

épingle à cheveux d’environ 70 nucléotides. Le pré-miARN ainsi formé va être exporté dans 

le cytoplasme par l’intermédiaire de l’exportine 5. Une fois dans le cytoplasme, le pré-

miARN est clivé par le complexe Dicer / TRBP (TAR RNA binding protein) pour former un 

miARN duplex nommé miARN / miARN*. Il est composé d’une vingtaine de nucléotides 

avec des extrémités 3’ sortantes. L’un des 2 brins de ce duplex sera impliqué dans 

l’hybridation avec l’ARNm cible et sera appelé miARN mature, l’autre brin (miARN*) dit 

passager sera dégradé. Cependant, le brin miARN* a également été décrit comme pouvant 

jouer un rôle dans la régulation de l’expression des gènes (Okamura et al., 2008; Guo and Lu, 

2010). Après maturation, le miARN va être assemblé dans un complexe ribonucléoprotéique 

(RNP) afin de former le micro-RNP (miRNP) ou miRNA-induced silencing complexe 

(miRISC) (Figure 5).  
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Figure 5 : Biogénèse des miARN  

(Davis-Dusenbery and Hata, 2010) 

La transcription par l’ARN polymérase II dans le noyau permet la synthèse du pri-miARN qui 

est pris en charge par Drosha complexée à DGCR8. Une fois excisé, le pré-miARN est 

exporté dans le cytoplasme où il est reconnu par Dicer complexée à TRBP. Après la 

formation du complexe miRISC (ici noté complexe RISC) et l’obtention du miARN mature, 

l’hybridation sur l’ARNm cible permet l’inhibition. 

 

 

Le miARN mature vient s’hybrider, dans la plupart des cas de façon imparfaite et le 

plus souvent dans les régions 3’UTR des ARNm cibles. Toutefois, il n’est pas exclu que les 

miARN ciblent des régions codantes de l’ARNm (Forman et al., 2008). L’efficacité de la 

répression peut être augmentée dans le cas où plusieurs miARN s’apparient sur le 3’UTR 

d’un même ARNm (Fang and Rajewsky, 2011). La complémentarité de séquence intervient 

entre l’ARNm et une région restreinte du miARN appelée région « graine » ou « seed ». Cette 

région, comprise entre les nucléotides 2 à 8 (Figure 6) permet l’hybridation spécifique sur 

l’ARNm cible. 
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Figure 6 : Principales interactions entre un miARN et son ARNm cible  

(Filipowicz et al., 2008) 

Appariement de bases entre un miARN et l’ARNm grâce à la région « seed » du miARN 

(nucléotides 2 à 8) sur la partie 3’UTR de l’ARNm (cas le plus souvent observé). La région 

centrale de l’hétéroduplex est constituée d’une région non appariée puis une zone plus ou 

moins bien appariée (discordances fréquentes) est observable en 3’ du miARN. 

 

 

L’hybridation du miARN mature sur l’ARNm cible a pour conséquence de réguler 

l’expression du gène considéré au niveau post-transcriptionnel. Cette régulation est le résultat 

de deux mécanismes différents qui sont le clivage de l’ARNm cible ou la répression de la 

traduction. Ces deux mécanismes font intervenir des protéines différentes et sont détaillés ci-

après. 

 

Les protéines de la famille Argonaute (AGO) sont des composants clés du miRISC. 

Chez les mammifères il existe 4 protéines AGO (AGO1 à AGO4). Suivant la protéine AGO 

présente dans le complexe miRISC et le niveau d’hybridation entre le miARN et sa cible, la 

fonction d’inhibition de l’expression génique ne sera pas exercée de la même façon (Figure 

7). Bien que plus rare chez les animaux que chez les plantes (Krol et al., 2010), une 

hybridation parfaite entre l’ARNm et les 22 nucléotides du miARN peut avoir lieu. Dans ce 

cas, la protéine AGO2 est recrutée (Juvvuna et al., 2012) et la fonction réalisée par cette 

protéine sera un clivage endonucléolytique de l’ARNm cible (Liu et al., 2004). Les protéines 

AGO1, 3 ou 4, sont incapables de réaliser le clivage. Dans le cas d’une hybridation 

imparfaite, le clivage n’est pas effectué et la fonction réalisée sera alors une répression de la 

traduction ou une dé-adénylation. Ces mécanismes mis alors en place seront détaillés dans la 

suite de ce paragraphe. Ainsi, quelque soit le complexe miRISC formé, une inhibition 

spécifique de la traduction de l’ARNm a lieu. 
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Figure 7 : Complexes miRISC et mécanismes d’action  

(Filipowicz et al., 2008) 

Lors d’un appariement miARN-ARNm parfait, la protéine AGO2 est recrutée dans le 

complexe miRISC et l’ARNm cible subira un clivage (A). Dans le cas d’un mésappariement 

dans le complexe miARN-ARNm, les protéines AGO1 à 4 sont recrutées et déclenchent une 

répression de la traduction (B). 

 

 

A ce jour, les études ont clairement défini les différentes étapes de la biogénèse des 

miARN. Des débats persistent néanmoins quant à leur mode d’action pour la répression de 

l’expression des gènes dans le cas d’une hybridation imparfaite du miARN sur sa cible. Ainsi 

différents modèles concernant ce mode d’action des miARN, controversés, émergent de la 

littérature (Valencia-Sanchez et al., 2006; Nilsen, 2007; Eulalio et al., 2008; Filipowicz et al., 

2008; Chekulaeva and Filipowicz, 2009) (Figure 8).  

 

 

 
 

 

Figure 8 : Mécanismes possibles de la répression traductionnelle par le complexe miRISC 

(ou miRNP)  

(d’après (Chekulaeva and Filipowicz, 2009)) 

La répression traductionnelle peut être le résultat de 4 mécanismes d’action (A, B, C et D) 

faisant suite à l’hybridation spécifique d’un miARN sur l’ARNm cible.  

CAF1, CCR4 et NOT1 sont des dé-adénylases. 
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Ces différents modes d’action concernent : 

 

- La dé-adénylation et la dégradation de l’ARNm cible : 

Ce mécanisme suggère que les miARN provoqueraient une dégradation de leur ARNm 

cible. Pour étayer cette théorie, des études montrent que la présence du miARN spécifique 

diminue la quantité d’ARNm cible dans la cellule (Lim et al., 2005). Une hypothèse propose 

que la déstabilisation de l’ARNm soit une conséquence de la dé-adénylation de celui-ci par 

des complexes de dé-adénylases (Figure 8 A). 

 

- L’inhibition de la traduction : 

Des études suggèrent une inhibition par les miARN au niveau de l’initiation de la 

traduction, soit au niveau de l’assemblage des ribosomes, soit au niveau de la reconnaissance 

de la coiffe. Les miARN joueraient un rôle inhibiteur pour le recrutement des eIF et pour la 

circularisation de l’ARNm requis pour l’initiation de la traduction (Humphreys, 2005) 

(Figure 8 C). Dans la seconde hypothèse, l’inhibition de la traduction par les miARN serait 

un mécanisme coiffe-dépendent. 

A l’inverse, d’autres études chez Caenorabditis elegans montrent que la régulation des 

ARNm par les miARN a lieu en présence de polysomes, et dans ce cas, l’effet aurait lieu 

après l’étape d’initiation de la traduction (Seggerson et al., 2002). Des études suggèrent même 

que l’action des miARN serait de réprimer la traduction après l’étape d’élongation de la 

traduction et avant la terminaison (Petersen et al., 2006) (Figure 8 D).  

Une troisième hypothèse concernant l’inhibition de la traduction propose la dégradation du 

polypeptide en formation (Figure 8 B) sans pour autant avoir mis en évidence une protéase 

responsable de cette dégradation. 

 

- La séquestration de l’ARNm cible : 

D’autres approches mettent en avant le rôle des P-bodies (Processing bodies) dans la 

répression exercée par les miARN. Les P-bodies sont des agrégats impliqués dans la 

machinerie de dégradation des ARNm (Parker and Sheth, 2007) importante pour la régulation 

post-transcriptionnelle des gènes. Des enzymes permettant la dégradation de la coiffe 

(Cougot, 2004), des dé-adénylases et des exonucléases (Parker and Sheth, 2007) ont été co-

localisées avec les P-bodies. De plus, il est intéressant de constater que les protéines AGO 

impliquées dans l’ARNi sont également retrouvées dans ces corps cytoplasmiques (Valencia-

Sanchez et al., 2006). Il semblerait donc que, selon ce modèle, les miARN seraient impliqués 

dans le déclenchement de la dégradation de l’ARNm grâce aux enzymes présentes dans les P-

bodies. 

 

 Bien que l’existence de ces différents mécanismes ne soit pas remise en cause, les 

données les plus récentes montrent que la dé-adénylation apparaît comme le processus 

prédominant dans l’inhibition de l’expression génique. De façon plus détaillée, la protéine 

GW182 jouerait un rôle central. Cette protéine fait partie du complexe miRISC et possède des 

domaines de liaison (riches en glycine et tryptophane) aux protéines AGO (Lian et al., 2009; 

Takimoto et al., 2009). Le rôle mécanistique de GW182 semble relativement bien concervé 

dans l’évolution (Chekulaeva et al., 2011). Chez les mammifères, la dé-adénylation fait 

intervenir différents complexes comme le complexe CCR4-CAF1-NOT. La protéine GW182 

interagit avec les protéines PABP (polyadenylate-binding protein) (Jinek et al., 2010; 
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Huntzinger et al., 2012), elles-mêmes associées à la queue polyA de l’ARNm. L’association 

entre les PABP et la queue polyA entraîne le rapprochement des extrémités de l’ARNm (Cf. 

1.2.1.). Ainsi, GW182 pourrait interférer avec cette « circularisation » et déclencher la dé-

adénylation de l’ARNm cible (Chekulaeva et al., 2011). En effet, GW182 interagit également 

avec des dé-adénylases, notament celles présentes dans le complexe CCR4-CAF1-NOT. De 

plus, ce complexe est recruté indépendamment de l’interaction de GW182 avec les protéines 

PABP (Fabian et al., 2011). Il semblerait donc que GW182 joue un rôle central dans la dé-

adénylation de l’ARNm cible ayant pour effet direct la régulation de l’expression des gènes 

(Braun et al., 2011). 

 

  

1.2.3.3. Potentiel thérapeutique 

  

 Depuis la découverte des ARN interférents et de leur potentiel inhibiteur, l’ARNi 

apparaît comme une stratégie révolutionnaire pour réguler l’expression de gènes spécifiques 

d’organismes eucaryotes. Utiliser les ARN interférents semble donc être une voie intéressante 

pour inhiber l’expression génique expérimentalement. 

 

 La première technologie d’ARNi destinée aux cellules de mammifères a reposé sur 

l’utilisation de siARN synthétiques (Elbashir et al., 2001) et la première démonstration in vivo 

a été réalisée par injection hydrodynamique chez la souris (McCaffrey et al., 2002). Les 

siARN présentent cependant certaines limitations pour leur utilisation in vivo, comme leur 

sensibilité aux nucléases plasmatiques et leur courte demi-vie (Wang et al., 2011). Il est donc 

nécessaire d’optimiser ces techniques, comme par exemple en réalisant des modifications 

chimiques visant à augmenter la stabilité des siARN in vivo. En parallèle, l’utilisation des 

shARN apparaît aussitôt comme une stratégie alternative aux siARN pour prolonger dans le 

temps l’inhibition génique (Esau and Monia, 2007). Le shARN a une structure en épingle à 

cheveux (ou tige-boucle). Sa transcription a lieu dans le noyau à partir d’un vecteur 

d’expression. Les propriétés du promoteur utilisé déterminent activement l’efficacité du 

shARN. Initialement, les promoteurs utilisés pour la synthèse des shARN étaient dépendants 

de l’ARN polymérase III (U6 et H1 par exemple) mais à cause de leur manque de spécificité 

spatiale (expression ubiquitaire), l’utilisation de promoteurs dépendants de l’ARN polymérase 

II est désormais privilégiée. De nombreuses études montrent l’utilisation possible des siARN 

et shARN comme agents thérapeutiques dans le traitement de tumeurs et de métastases en 

ciblant par exemple des oncogènes ou la voie angiogénique. Cependant, malgré la grande 

spécificité des shARN, des phénomènes de saturation de la voie endogène de l’ARNi peuvent 

intervenir et remettre en cause l’efficacité et l’innocuité de cette méthode (Grimm et al., 

2006). 

  

 L’engouement concernant l’utilisation des miARN comme outils thérapeutiques est né 

dès la mise en évidence du rôle fondamental de ces molécules dans la régulation de 

l’expression du génome. En effet, l’expression aberrante des miARN est à l’origine de 

nombreuses maladies, y compris les cancers (Shi et al., 2008; Deiters, 2010) (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Dérégulation de l’expression des miARN et cancer 

 (Deiters, 2010)  

Dans ce tableau figurent quelques exemples de miARN surexprimés (symbolisé par ↑) ou 

sous-exprimés (symbolisé par ↓) dans différents cancers par comparaison aux tissus sains. 

 

 

Contrairement aux siARN, les stratégies proposées s’orientent davantage vers la 

régulation des miARN eux-mêmes que vers l’utilisation des miARN pour réguler leurs gènes 

cibles. Ainsi, ces stratégies proposent une restauration de l’expression défectueuse d’un 

miARN ayant des caractéristiques de suppresseur de tumeur ou l’inhibition de l’expression 

d’un miARN surexprimé dans un cancer (appelé oncomiR) grâce à des stratégies antisens ou 

agissant directement sur sa biogénèse. Néanmoins, la stratégie visant à inhiber un gène 

surexprimé, en utilisant un miARN plutôt qu’un siARN ou un shARN, peut également être 

envisagée. Une cassette artificielle d’un miARN peut être placée sous la dépendance 

transcriptionnelle d’un promoteur dépendant de la polymérase II. Cette stratégie offre un 

grand choix de promoteurs et permet d’envisager des expressions tissus-spécifiques ou 

inductibles. 
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1.3. Contrôle de l’expression d’un transgène 

 

 

1.3.1. Utilisation de promoteurs inductibles 

 

Le promoteur est une courte séquence d'ADN qui est généralement situé en amont du 

gène dont il contrôle l’expression, notamment en régulant sa transcription. L’activité du 

promoteur est elle-même régulée, soit en cis c’est-à-dire qu’elle tient compte de la séquence 

même du promoteur, soit en trans et dans ce cas on parle de régulation par des facteurs de 

transcription (protéine nécessaire à l’initiation de la transcription). Un promoteur est défini 

comme étant inductible si son activation est contrôlable par un composé défini, nommé 

activateur, ou par une condition environnementale particulière. L’utilisation de tels 

promoteurs dans la mise en œuvre de stratégies thérapeutiques permet d’obtenir l’expression 

d’un transgène à un endroit précis et / ou à un moment voulu. Dans des conditions optimales, 

un promoteur inductible présente l’avantage de contrôler à la fois spatialement et 

temporellement l’expression d’un transgène. Les promoteurs inductibles constituent donc des 

outils intéressants pour les thérapies géniques qui requièrent de maîtriser la localisation, la 

durée et le niveau d’expression d’un transgène.  

 

Dans le cas d’une méthode de transfert de gènes efficace (Cf. 1.4.) c’est-à-dire qu’elle 

cible spécifiquement et efficacement l’adressage d'un transgène à des cellules d’intérêt, 

l’utilisation de promoteurs ubiquitaires (comme CMV, CAG et EFIα) peut être envisagée. 

Dans le cas contraire, beaucoup de systèmes de régulation de l’expression des gènes basés sur 

l’utilisation de promoteurs inductibles ont été développés. Ils peuvent être naturels ou 

synthétiques. Le système le plus utilisé dans la littérature aussi bien in vitro qu’in vivo, est le 

système dépendant de l’antibiotique tétracycline (ou de son dérivé : la doxycycline) avec des 

applications possibles en thérapie génique et dans l’élaboration d’animaux transgéniques 

(Shockett et al., 1995). Ce système utilise le facteur de transcription tTA qui permet d’induire 

l’expression du transgène placé sous le contrôle du promoteur Ptet en l’absence de 

tétracycline. Lorsque l’antibiotique est ajouté, le facteur de transcription pert sa capacité de 

liaison à la séquence promotrice ce qui conduit à une répression de l’expression du transgène. 

Ce système nommé Tet-Off existe également sous sa variante Tet-On pour laquelle le facteur 

de transcription a été muté (nommé rtTA) pour excercer son rôle de facteur de transcription 

seulement en présence de tétracycline. Ce système comporte l’avantage d’être efficace et 

réversible, cependant l’activation du transgène in vivo ne peut se faire de façon localisée. 

Le contrôle de la transcription d’un transgène peut être réalisé en utilisant des promoteurs 

tissus-spécifiques, stade développemental-spécifiques ou encore régulés par le cycle 

cellulaire. D’autres promoteurs peuvent également être activés par différents signaux 

environnementaux comme l’hypoxie, les radiations, la chimiothérapie, une infection virale ou 

un choc thermique (Guo et al., 2008), notament le promoteur Hsp70B dont les caractéristiques 

seront détaillées ci-dessous. 
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1.3.2. Un système thermo-inductible 

 

1.3.2.1. La réponse au choc thermique 

 

L’adaptation des cellules aux conditions environnementales est nécessaire à leur 

survie. Ainsi, les cellules disposent de divers mécanismes afin de détecter et répondre 

efficacement à une condition de stress donnée. Dans la suite de ce manuscrit, nous 

focaliserons notre attention sur une réponse cellulaire induite face à un choc thermique en 

présentant les protéines dites de choc thermique nommées HSP (Heat Shock Proteins). Cette 

réponse peut être induite par divers facteurs de stress environnementaux (choc thermique, 

métaux lourds, oxydants…), de stress d’origine pathologique (infection, inflammation, 

ischémie…) et en condition normale (développement, différenciation, cycle cellulaire…) 

(Morimoto, 1998). 

 

Chez les eucaryotes, le stress cellulaire dû à une température excessive engendre la 

synthèse de protéines HSP. Cette réponse au stress fut initialement décrite en 1962 par 

Ritossa chez la drosophile (Ritossa, 1996). Elle a été conservée au cours de l’évolution 

(Brocchieri et al., 2008). Le choc thermique, comme d’autres causes de stress, provoque une 

altération de la structure des protéines qui conduit à leur agrégation. Les protéines HSP, grâce 

à leur rôle de chaperon, permettent d’inhiber l’agrégation des protéines mal conformées. Elles 

sont localisées dans différents compartiments cellulaires tels que le cytoplasme, les 

mitochondries, le réticulum endoplasmique et le noyau (Kregel, 2002). 

 

Il existe 6 catégories de protéines HSP nommées en fonction de leur poids 

moléculaire : HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 et les petites HSP (ou sHSP pour 

small HSP) (Morimoto and Santoro, 1998). Dans ce chapitre, nous nous intéresserons 

essentiellement aux HSP70 regroupées selon 11 gènes chez l’Homme (Tavaria et al., 1996) 

(Tableau 2). La classification des protéines HSP est complexe au vu du grand nombre de 

noms différents donnés successivement à la même protéine ou à un même gène dans la 

littérature. 
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Tableau 2 : Les gènes de la famille HSP70 chez l’Homme 

 (adapté de (Tavaria et al., 1996)) 

Le symbole du locus de chaque gène hsp70 est indiqué par la nomenclature HSPAx où A 

désigne le membre et x le locus. 

 

 

Un choc thermique peut altérer la structure tri-dimensionnelle d’une protéine et, par 

conséquent, affecter ses fonctions cellulaires. Pour maintenir l’intégrité structurale des 

protéines, la cellule dispose notamment des protéines HSP70. Ces protéines sont dépendantes 

de l’ATP et sont des chaperons moléculaires essentiels assurant le repliement des protéines 

mal conformées, évitant ainsi leur agrégation dans la cellule. Si, malgré l’intervention des 

protéines HSP, le bon repliement des protéines n’a pu être réalisé, elles seront alors éliminées 

par les systèmes de dégradation cellulaire. Ces contrôles qualité sont stimulés en condition de 

stress mais possèdent aussi une activité constitutive basale permettant le maintien de 

l'homéostasie cellulaire.  

 

La réponse au choc thermique est déclenchée par l’activation de facteurs de 

transcription nommés heat shock factor (HSF). Ces derniers activent la transcription des gènes 

hsp en reconnaissant des motifs particuliers, nommés HSE (heat shock elements), présents au 

niveau du promoteur des gènes hsp. L’activation transcriptionnelle par les HSF se fait grâce à 

leur capacité de liaison à l’ADN. Le facteur HSF1 est le principal acteur de la réponse au 

stress chez les vertébrés (Shamovsky and Nudler, 2008). A l’état basal, la quasi-totalité des 

HSF1 font parti de complexes protéiques constitués de chaperons et co-chaperons comme 

HSP70. A la suite d’un stress, la mobilisation de HSP70 pour intervenir auprès des protéines 

endommagées déstabilise le complexe et libère HSF1 qui se trimérise (conformation active) et 

migre pour s’accumuler rapidement dans le noyau. HSF1 trimérique phosphorylé reconnaît 

les HSE. Il s’en suit une activation de la transcription des gènes hsp, ce qui augmente la 

traduction des protéines HSP70. La néosynthèse d’HSP70 permet, à terme, grâce à son 

interaction avec HSF1 trimérisé, d’abolir sa propre activation transcriptionnelle (Figure 9).   
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Figure 9 : Régulation de la réponse au choc thermique  

(Morimoto and Santoro, 1998) 

Un stress cellulaire entraîne la mobilisation de protéines chaperons HSP90, Hdj-1 et HSP70 

pour conserver l’intégrité des protéines de la cellule. Cette mobilisation des protéines HSP 

engendre la libération des HSF dont HSF1 est l’acteur principal (inhibition de l’interaction 

entre HSP70 et HSF1). Le facteur de transcription HSF1, une fois trimérisé et phosphorylé, 

devient actif et migre au noyau. Ainsi, HSF1 reconnait les HSE et permet l’activation de la 

transcription des gènes hsp. Cette néosynthèse de protéines HSP, dont HSP70, permet le 

piégeage des HSF1 et ainsi l’arrêt de la transcription des gènes hsp. 

 

 

Cette boucle de régulation des protéines HSP70 en réponse au stress est également 

modulable en fonction de l’intensité du stimulus.  

Les protéines HSP70 sont les membres de la famille les plus sensibles au choc 

thermique. Ce sont les caractéristiques de dose-réponse et d’activation inductible qui font des 

protéines HSP70 un outil intéressant, utilisable comme biomarqueur de la cytotoxicité 

(Kregel, 2002).  

 

La réponse au stress par les protéines HSP70 peut être augmentée dans le cas de la 

thermo-tolérance. Ce phénomène est défini comme étant la capacité d’une cellule ou d’un 

organisme à devenir résistant face à un choc thermique après une première exposition au 

stress (Mizzen and Welch, 1988; Kregel, 2002). Ce phénomène est dépendant de la sévérité 

du premier stress reçu. En effet, plus l’intensité du choc thermique est forte, plus les 

phénomènes de thermo-tolérance seront intenses et durables. L’accumulation des protéines 

HSP après le stress cellulaire est le résultat de la réponse au choc thermique, et l’activité 

protectrice de ces protéines chaperons expliquerait seulement en partie ce phénomène de 

thermo-tolérance encore mal connu (Moseley, 1997; Nollen et al., 1999). La thermo-tolérance 

est un processus différent du phénomène d’acclimatation à la température qui permet à 

l’organisme de s’adapter à l’augmentation de la température environnante. Cette capacité 

d’acclimatation a été montrée comme influençant la réponse au choc thermique. En effet, une 



 36 

étude réalisée sur des cellules de fibroblastes humains provenant de 2 populations de sujets 

vivants dans des climats environnementaux très différents a montré une différence de réponse 

de ces cellules face au choc thermique (Lyashko et al., 1994). 

 

 

1.3.2.2. Le promoteur Hsp70B 

 

1.3.2.2.1. Description 

  

 Le stress à l’origine de l’activation de la réponse médiée par les protéines HSP70 peut 

être une augmentation de la température (hyperthermie), l’hypoxie, l’ischémie, la présence de 

radicaux libres, … (Kregel, 2002). Ce stress déclenche la mobilisation des protéines HSP70 et 

permet l’action des HSF1. Ces facteurs de transcription reconnaissent des motifs HSE se 

trouvant dans les séquences promotrices des gènes hsp70. La reconnaissance de ces motifs et 

la présence d’une boîte TATA, élément cis-régulateur permettant la reconnaissance avec 

l’ARN polymérase, déclenchent l’activation de la transcription de l’ARNm Hsp70 (Kregel, 

2002). 

Le promoteur Hsp70B est un membre de la famille des promoteurs des gènes hsp70. 

C’est le promoteur du gène hsp70B localisé sur le bras long du chromosome 1 chez l’Homme 

au locus nommé HSPA7 (Tavaria et al., 1996). Il possède 3 motifs HSE. Le promoteur 

Hsp70B est activable par une hyperthermie, il est donc considéré comme un promoteur 

thermo-inductible. De par son caractère inductible, ce promoteur peut être utilisé pour 

contrôler l’activation transcriptionnelle d’un transgène ou d’un gène rapporteur. 

Ce promoteur est interchangeable, c’est-à-dire qu’il est utilisable dans l’espèce 

eucaryote dont il provient mais également dans d’autres espèces eucaryotes. De plus, son 

activation n’est pas dépendante de l’espèce à partir de laquelle il a été isolé mais de 

l’environnement dans lequel il se trouve (Rome et al., 2005). 

Le promoteur Hsp70B offre l’avantage d’avoir un faible niveau basal et une forte 

activité après activation (Smith et al., 2002; Eker et al., 2011; Deckers et al., 2012). En effet, 

des études ont montré une activité 1 000 fois supérieure au niveau basal après l’activation du 

promoteur Hsp70B contrôlant l’expression d’un gène rapporteur codant pour la GFP (Huang 

et al., 2000; Li and Dewhirst, 2002).  

 

1.3.2.2.2. Activation contrôlée dans le temps et dans l’espace 

 

L’activation du promoteur Hsp70B est réalisable par une élévation thermique. Si 

l’hyperthermie est localisée, l’expression du gène sous la dépendance d’Hsp70B est contrôlée 

spatialement.  

 

Plusieurs méthodes physiques permettent des élévations de température et l’activation 

du promoteur Hsp70B. Les radiofréquences et les lasers (Ramos et al., 2006) sont des 

techniques utilisables pour activer le promoteur. Ces méthodes employées en clinique sont 

cependant invasives. 

Les ultrasons focalisés sont non invasifs et ont également été utilisés afin d’activer 

localement le promoteur Hsp70B in vivo. De plus, l’utilisation des ultrasons permet d’accéder 

aux tissus profonds. L’énergie mécanique déposée par les ultrasons se propage dans le tissu. 
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La focalisation des ultrasons est réalisable grâce à l’utilisation de transducteurs permettant de 

faire converger le faisceau ultrasonore en un point focal. En clinique, les ultrasons focalisés 

sont utilisés pour la thermo-ablation. L’absorption des ultrasons par les tissus permet la 

conversion de cette énergie en chaleur par un phénomène de friction. Afin de contrôler 

précisément la température au point focal, le laboratoire IMF (Imagerie Moléculaire et 

Fonctionnelle, Bordeaux) dans lequel nous avons initié ce travail, a développé une 

technologie de monitorage en temps réel de la température par IRM (Imagerie par Résonance 

Magnétique). La cartographie thermique du tissu chauffé est mesurée en temps réel et 

l’ajustement de la puissance ultrasonore est asservi par rétro-contrôle automatique. Cette 

technique permet une précision de chauffage de l’ordre de 1°C dans des volumes de 1 x 1 x 3 

mm, de sorte que le dépôt de chaleur reste restreint aux cellules ciblées (Guilhon et al., 2003; 

Deckers et al., 2009; Eker et al., 2011) sans affecter les cellules voisines (Rome et al., 2005).  

Pour les expérimentations in vitro et in vivo chez la souris, il est possible d’activer le 

promoteur Hsp70B avec de l’eau chaude. Pour une activation chez l’animal, son corps ou ses 

membres sont immergés dans un bain-marie. Cette technique ne permet pas d’obtenir un 

contrôle spatial mais elle est simple à mettre en œuvre et reproductible.   

 

L’activation du promoteur Hsp70B est dépendante du dépôt de chaleur, elle varie en 

fonction de l’élévation de température et de la durée du chauffage qui déterminent la dose 

thermique. Chez les mammifères (homéothermes), l’expression génique contrôlée par le 

promoteur Hsp70B peut être décrite par la relation d’Arrhénius aussi bien in vitro (Hundt et 

al., 2007) qu’in vivo (Deckers et al., 2012) pour des températures comprises entre 43 et 46°C. 

Cette loi tient compte du fait que certaines réactions sont plus rapides lorsque la température 

s’élève. Donc dans le cas du promoteur thermo-inductible, la température à laquelle est activé 

le promoteur et la durée du chauffage sont liées. Plus la température d’induction est basse, 

plus il sera nécessaire de chauffer longtemps et inversement. Ainsi, le niveau d’expression 

devient prévisible et modulable par l’expérimentateur (Rome et al., 2005; Deckers et al., 

2012). Cette caractéristique représente un véritable atout pour la perspective de protocoles de 

thérapie génique car, en plus d’être activable de façon contrôlée dans le temps et dans 

l’espace, le promoteur permet de doser l’expression du gène thérapeutique. Le promoteur 

Hsp70B apparaît donc comme un outil de choix dans le contrôle spatial et temporel de 

l’activation de l’expression d’un gène. 
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1.4. L’électroporation : une méthode d’adressage efficace in vivo 

 

 

L’introduction du matériel génétique à visée thérapeutique peut être réalisée par 

différentes méthodes : chimiques, physiques ou virales. Ces méthodes doivent répondre à des 

critères précis tels que la spécificité du ciblage des cellules ou l’efficacité de l’adressage du 

transgène. Après avoir décrit les caractéristiques de ces méthodes, le principe de 

l’électroporation in vivo et ses applications seront détaillés. 

 

 

1.4.1. Généralités 

 

Il existe plusieurs méthodes d’adressage permettant l’entrée de la molécule 

thérapeutique dans les cellules cibles. Elles sont classées en fonction du procédé qu’elles font 

intervenir. Il existe des méthodes virales, chimiques ou physiques.  

Les méthodes virales reposent sur l’utilisation de rétrovirus, d’adénovirus, de virus 

associés aux adénovirus (AAV) ou de lentivirus pour permettre l’entrée par endocytose du 

transgène dans la cellule hôte. Ces vecteurs assurent une expression du transgène de longue 

durée si ce dernier s’est inséré correctement dans le génome de la cellule hôte. Cependant, ces 

méthodes souffrent de quelques limitations telles que la taille de l’ADN transféré (< 10 Kb). 

De plus, des risques sont également associés à cette technique, tels que, la possibilité de 

recombinaison du virus administré avec un virus sauvage, des réactions immunitaires induites 

par les protéines de l’enveloppe virale ou l’insertion aléatoire dans le génome. 

Les méthodes chimiques reposent sur l’utilisation de lipides cationiques, de polymères 

cationiques ou de systèmes hybrides de polymères lipidiques, entre autres, pour 

« complexer » et faciliter la pénétration intracellulaire des acides nucléiques.  

Les méthodes physiques font, quant à elles, appel à divers procédés tels que l’injection 

d’ADN nu, le gène gun (ou bombardement de microparticules), l’électroporation, les 

ultrasons ou l’injection hydrodynamique. Le Tableau 3 liste les principales méthodes 

physiques disponibles et résume leurs limites et avantages respectifs. 

 

 

 
 

Tableau 3 : Limites et avantages des méthodes physiques d’adressage in vivo de matériel 

génétique  

(adapté de (Gao et al., 2007)) 
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 L’électroporation, outre sa simplicité de mise en œuvre, est une méthode d’adressage 

d’un transgène efficace aussi bien in vitro qu’in vivo. Le principe et les applications de cette 

technique sont présentés dans les paragraphes suivants. 

 

 

1.4.2. Principe de l’électroporation 

 

L’électroporation (EP), consiste à perméabiliser transitoirement la membrane 

cellulaire à l’aide d’un courant électrique afin d’assurer l’entrée de molécules dans les cellules 

perméabilisées. Cette perméabilisation permet aux acides nucléiques et à d’autres molécules 

de franchir la barrière sélective que constitue la membrane plasmique. L’EP, aussi appelée 

électroperméabilisation ou électrotransfert, est une méthode physique efficace, utilisable en 

clinique, pour l’adressage d’un transgène à une cellule ou à un tissu. Elle est de fait 

compatible aux stratégies de la thérapie génique.  

 

Le transfert de gènes par EP a été réalisé pour la première fois dans des cellules de 

mammifères (Neumann et al., 1982) puis largement appliqué à différentes cellules procaryotes 

et eucaryotes. A l’heure actuelle, l’électroporation est couramment utilisée, entre autres, pour 

la transformation bactérienne dans les laboratoires. 

 

L’efficacité de l’EP in vivo a été démontrée par l’électrotransfert de gènes dans la peau 

chez la souris (Titomirov et al., 1991). De nombreux travaux relatent par la suite de 

l’efficacité de cette méthode sur différents tissus (Murakami and Sunada, 2011) comme sur la 

peau (Heller et al., 2001; Maruyama et al., 2001), sur le muscle squelettique (Mir et al., 1999; 

Bureau et al., 2000; Vicat et al., 2000; Fattori et al., 2002), dans des tumeurs solides chez la 

souris (Bettan et al., 2000; Cemazar et al., 2002, 2009), dans des zones cérébrales de jeunes 

rats (Akaneya et al., 2005) ou dans le foie chez le rat (Heller et al., 1996).  

 

 Les mécanismes intervenant dans l’EP in vivo d’acides nucléiques ne sont, à ce jour, 

pas complètement résolus (Chen et al., 2006; Murakami and Sunada, 2011). En effet, 

plusieurs modèles sont décrits pour le passage de l’ADN au travers de la membrane 

plasmique impliquant ou non des structures nommées « électropores » (Mir, 2001). C’est face 

à la difficulté d’expliquer le caractère transitoire de ces pores membranaires que résident des 

divergences d’opinions (Mir et al., 2005). Cependant, il est toutefois bien admis que 

l’électroporation consiste en une succession d’étapes déterminantes pour l’introduction du 

matériel génétique dans la cellule. A la suite de l’induction d’un champ électrique sur une 

zone définie, la membrane plasmique des cellules, déstabilisée, devient donc perméable 

temporairement et de façon réversible. L’ADN, préalablement injecté au niveau de cette zone, 

va suivre une migration électrophorétique qui lui permettra d’être acheminé au voisinage de la 

membrane plasmique puis de pénétrer dans le cytoplasme. Il subira par la suite une migration 

intra-cellulaire qui lui permettra d’être transloqué au noyau. C’est grâce à cette suite 

d’évènements que l’ADN pourra être exprimé dans la cellule (Figure 10). 
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Figure 10 : L’électroporation d’ADN : un processus multi-étapes  

(Escoffre et al., 2009) 

A. Avant l’application d’un courant électrique, la membrane plasmique est une barrière 

imperméable aux plasmides présents dans le milieu extra-cellulaire.  

B. Le courant électrique appliqué permet une électro-perméabilisation de la membrane (en 

vert) et une migration électrophorétique des plasmides qui interagissent avec la membrane. 

C. Après l’électroporation, l’ADN migre dans le cytoplasme de la cellule puis est transloqué 

jusqu’au noyau où il pourra être exprimé par la machinerie cellulaire (production de la 

protéine eGFP sur le schéma). 

 

 

Au repos, la distribution des différentes charges positives ou négatives de la 

membrane plasmique ainsi que la distribution des ions entraînent une différence de potentiel 

membranaire. L’application d’un champ électrique sur une cellule provoque un changement 

de ce potentiel transmembranaire (André and Mir, 2004) nommé ΔV. Celui-ci dépend de 

plusieurs paramètres comme la forme de la cellule (f), son rayon (r), le facteur lié aux 

conductivités de la cellule et du milieu (g(λ)), le champ électrique (E) et l’angle entre la 

direction du champ et la normale au point considéré sur la membrane (θ), suivant la formule : 

ΔV = f g(λ) r E cosθ (Golzio et al., 2004; Mir et al., 2005) (Figure 11). 
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Figure 11 : Effet de l’application d’un champ électrique sur cellule vivante  

(Mir et al., 2005) 

En pointillés sont représentées les parties de la membrane plasmique perméabilisées grâce au 

champ électrique (E) qui induit une variation du potentiel transmembranaire ΔVM au point M 

à la surface de la cellule. L’anode et la cathode sont représentées par les symboles + et – 

respectivement. 

 

 

Cette variation du potentiel transmembranaire n’est pas uniforme à la surface de la cellule. Le 

potentiel transmembranaire induit atteint son maximum aux points de la cellule face aux 

électrodes (Figure 12). De plus, la différence de potentiel induite est directement 

proportionnelle à la taille de la cellule et à l'intensité du champ électrique appliqué. 

 

 

 
Figure 12 : Intégrité de la membrane d’une cellule vivante après l’application d’un champ 

électrique et asymétrie de la variation du potentiel transmembranaire  

(Gabriel and Teissié, 1997; Mir et al., 2005) 

Image 40 ms après l’application d’un courant électrique (1 impulsion de 20 ms à 1 kV / cm) 

sur une cellule CHO (Chinese Hamster Ovary) en suspension dans un milieu contenant de 

l’iodure de propidium. L’anode et la cathode sont représentées par les symboles + et – 

respectivement. Une hyperpolarisation de la membrane est constatée du côté anode. 

 

 

Les procédures de stimulation électrique : nombre, durée, voltage / intensité et 

fréquence des impulsions électriques ont été largement étudiés suivant les types cellulaires ou 

organes ciblés (Mir et al., 2005; Gothelf and Gehl, 2010). D’après des études d’EP intra-
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musculaires et intra-dermiques, des impulsions répétées (8 à 10) à la fréquence de 1 ou 2 Hz, 

de longue durée (4 - 50 ms / impulsion) et peu intenses (100 - 500 V / cm) permettent 

d’atteindre des niveaux d'expression satisfaisants du gène électroporé sous forme plasmidique 

in vivo. Concernant l’électrotransfert de gènes dans les tumeurs, les paramètres retrouvés dans 

la littérature sont relativement variables. Cette constatation résulterait de l’hétérogénéité des 

tumeurs qui serait responsable des variations de l’efficacité et de la reproductibilité de 

l’électrotransfert constatées lors de ces études.  

L’innocuité de l’EP dépend d’une notion de seuil. Une variation du potentiel 

transmembranaire bien supérieure à ce seuil remet en question la réversibilité du phénomène 

(Gehl et al., 1999). En effet, une perméabilisation irréversible peut conduire à la mort des 

cellules électroporées (Gabriel and Teissié, 1995; Davalos et al., 2005). L’efficacité de l’EP 

réside donc en une balance entre l’optimisation des paramètres électriques et le maintien de la 

viabilité cellulaire. 

 

 L’efficacité de l’électroporation dépend de la stimulation électrique exercée mais elle 

est également modulée par la nature du générateur d’impulsions électriques et le choix des 

électrodes. Il existe une grande variété d’appareillage pour l’électroporation in vivo. Le choix 

de l’électrode dépend de la taille de la zone à électroporer. In vivo, les électrodes couramment 

utilisées sont des électrodes aiguilles pouvant pénétrer dans le tissu à électroporer ou des 

électrodes plaques qui se positionnent de part et d’autre du tissu. 

 

L’utilisation des impulsions électriques pour le transfert de gènes augmente d’un 

facteur 100 l’efficacité par rapport à l’injection seule d’un ADN nu dans le tissu (Zhang et al., 

2002; Cappelletti et al., 2003) et permet une expression durable dans le muscle squelettique 

(Mir et al., 1998a, 1999). La limite majeure de l’EP réside dans l’accessibilité du tissu à traiter 

et la possibilité de placer les électrodes. Comme nous l’avons vu précédemment, l’EP est 

utilisable pour une grande variété de tissus, ce qui ouvre des perspectives thérapeutiques 

intéressantes. 

 

 

1.4.3. Applications 

  

L’EP est une méthode efficace et facile à mettre en œuvre et est employée pour des 

applications vétérinaires et cliniques. 

 

Pour le traitement des cancers, l’électroporation est réalisée dans le cadre de 

l’électrochimiothérapie (ECT). L’ECT a été indépendamment découverte par Okino et Mohri 

en 1987 et par Mir et ses collaborateurs en 1991 (Davalos et al., 2005) en associant l’effet 

d’un traitement anti-cancéreux à l’induction d’un courant électrique, rendant le tissu ciblé 

perméable à ce composé. Les résultats ont démontré un effet synergique de l’EP associée au 

traitement anti-cancéreux. La preuve de concept selon laquelle l’EP peut être utilisée dans des 

stratégies thérapeutiques a ainsi été mise en exergue. Parmi les agents anti-cancéreux 

employés en clinique, la bléomycine et le cisplatine ont été utilisés dans des protocoles d’ECT 

chez l’animal (Cemazar et al., 2008) et dans des protocoles cliniques chez l’Homme (Mir et 

al., 1998b; Gothelf et al., 2003). En effet, certaines molécules ne peuvent traverser par simple 
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diffusion passive la membrane plasmique de par leurs propriétés : hydrophobicité, taille. Le 

potentiel cytotoxique de ces molécules peut ainsi être exploité grâce à l’EP. 

 

L’électrogène thérapie (EGT) utilise l’EP pour la pénétration de gènes à visée 

thérapeutique. L’EP d’ADN plasmidique a été démontrée dans divers tissus grâce à la 

visualisation de l’expression de gènes rapporteurs comme le gène de la GFP, de la luciférase 

et de la β-galactosidase (Mir et al., 1998a; Vicat et al., 2000). La possibilité d’électroporer 

plusieurs plasmides a également été démontrée (André and Mir, 2004). Les gènes utilisés dans 

l’EGT codent pour des protéines thérapeutiques comme l’IL-12 (interleukine 12) 

électrotransférée dans des sarcomes chez la souris (Pavlin et al., 2009) afin de stimuler la 

réponse immunitaire ou l’IFNα (interféron α) (Li et al., 2002). Des stratégies suicides ont 

également été élaborées, impliquant l’utilisation du gène codant pour la thymidine kinase en 

association avec le ganciclovir (Shibata et al., 2007). 

  

La vaccination est également une application de l’EP in vivo. Le principe est basé sur 

la production in vivo d’antigènes après l’EP d’ADN plasmidique (Bloquel et al., 2004). Chez 

la souris, l’EP de gènes codants pour les antigènes de surface de l’hépatite C ou pour la 

protéine gag du VIH (virus de l’immunodéficience humaine) a montré une augmentation de la 

réponse immunitaire (Widera et al., 2000). De plus, l’ADN plasmidique possède des motifs 

CpG non méthylés. Ces motifs reconnus in vivo par les récepteurs TLR9 (Toll-like receptor 9) 

déclenchent une réponse immunitaire (Yamamoto et al., 2009; Tavernier et al., 2011). Ces 

motifs CpG sont donc un atout dans le cas d’une application de vaccination. 

  

L’utilisation de l’EP a également été montrée comme méthode d’adressage d’ARN 

interférents in vivo. La difficulté mentionnée plus haut concernant l’EP de tumeurs réside 

dans l’hétérogénéité du tissu. Cependant, l’effet inhibiteur d’un siARN a pu être visualisé en 

intra-tumoral grâce à l’utilisation de la protéine fluorescence GFP dont l’ARNm était la cible 

du siARN (Golzio et al., 2007). Dans cette étude, l’effet inhibiteur a été suivi de manière non 

invasive in vivo et sur les tissus prélevés. Les résultats montrent une inhibition de l’expression 

de la GFP pour la moitié des cellules tumorales. Ce résultat met en avant toute la difficulté de 

réaliser une EP efficace sur l’ensemble du tissu. La faisabilité d’électroporer des siARN in 

vivo a été également montrée dans différentes études menées sur les rongeurs. Ces études ont 

mis en évidence l’efficacité de l’EP pour délivrer des siARN à divers organes tels que la 

rétine (Matsuda and Cepko, 2003), le cerveau (Akaneya et al., 2005), le rein (Takabatake et 

al., 2005) et le muscle (Golzio et al., 2005). 
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1.5. Suivi de l’expression d’un transgène par imagerie optique in vivo 

 

 

Le suivi de l’expression du transgène peut être un élément essentiel pour la thérapie 

génique. Ce suivi peut être réalisé à partir de prélèvements sanguins ou par des biopsies. Les 

prélèvements sanguins permettent le dosage, soit de l’agent thérapeutique, soit de ses 

conséquences biochimiques sur les cellules sanguines de la thérapie mais ne permettent pas le 

suivi de la localisation du transgène. Les biopsies permettent d’appréhender la dimension 

spatiale et de doser l’agent ou l’effet thérapeutique, mais le caractère invasif ne donne qu’une 

information spatialement limitée à la zone de prélèvement et ne permet pas un suivi dans le 

temps. L’imagerie in vivo permet de pallier à ces limitations car elle offre un suivi non invasif 

de l’expression du transgène. L’imagerie moléculaire génique permet ce suivi grâce à la 

visualisation de gènes rapporteurs.  

 

 

1.5.1. L’imagerie moléculaire 

 

De manière générale, 2 grands types d’imagerie in vivo sont à distinguer, à savoir, 

l’imagerie anatomique, donnant des informations morphologiques, et l’imagerie fonctionnelle, 

permettant la visualisation de processus chimiques, physiques ou biologiques.  

Les techniques d’imagerie anatomiques telles que la radiographie, l’ultrasonographie, 

la tomographie X (Computed Tomography, CT), l’échographie et l’IRM sont couramment 

utilisées en clinique et pour l’expérimention animale, du fait de leur excellente résolution 

spatiale pour donner des renseignements morphologiques de l’organe ou du tissu d’intérêt.  

L’imagerie fonctionnelle apporte quelques informations anatomiques mais renseigne 

également sur certains aspects du fonctionnement du tissu étudié comme par exemple son 

métabolisme, le débit sanguin, la perfusion... L’imagerie moléculaire est une imagerie 

fonctionnelle particulière qui fournit des informations sur la nature chimique ou biochimique 

des processus observés, elle renseigne sur la présence de métabolites, de protéines ou même 

d’activités enzymatiques. L’imagerie moléculaire permet aussi de visualiser les processus 

génétiques, elle est appelée imagerie moléculaire génique. Cette approche repose sur la 

technologie des gènes rapporteurs associée à l’IRM, la médecine nucléaire et à l’optique. Ces 

méthodes optiques sont massivement mises en œuvre sur des modèles animaux, pour 

visualiser l’expression génique, suivre la croissance tumorale, tester des médicaments et 

mettre au point de nouvelles approches thérapeutiques, y compris des thérapies géniques.  

 

Les techniques d’imagerie qui présentent une résolution spatiale sont souvent peu 

sensibles et à l’inverse, celles qui sont sensibles sont souvent peu résolutives. Nous assistons 

donc aujourd’hui à un réel essor de technologies hybrides qui couplent plusieurs modalités 

d’imagerie pour allier sensibilité et résolution. Ces technologies sont la TEP / CT 

(Tomographie par Emission de Positons / CT), la SPECT / CT (Single Photon Emission 

Computerized Tomography / CT), l’optique / CT, la TEP / IRM… Ce couplage associe 

l’image anatomique ou morphologique avec la visualisation d’un évènement moléculaire. Le 

choix de la technique d’imagerie dépend largement des objectifs scientifiques ou cliniques. Il 

prend en compte les caractéristiques et les limitations de chaque modalité en termes de 
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sensibilité et de résolution spatiale mais aussi des considérations comme la facilité de mise en 

œuvre du protocole, le coût, le temps d’acquisition ou la disponibilité locale des appareillages 

(Tableau 4). 

 

 

Technique Résolution Profondeur
Temps 

d'acquisition
Quantitatif Coût

Utilisation 

clinique

IRM 10 - 100 µm pas de limite min - heures oui élevé oui

TEP 1 - 2 mm pas de limite min - heures oui élevé oui

SPECT 1 - 2 mm pas de limite min - heures oui moyen oui

FRI 2 - 3 mm < 1 cm s - min non faible oui

FMT 1 mm < 10 cm min - heures oui moyen
en 

développement

BLI plusieurs mm cm min non moyen non
 

 

Tableau 4 : Caractéristiques des techniques d’imagerie moléculaire  

(adapté de (Weissleder and Pittet, 2008)) 

 

 

L’imagerie des thérapies géniques repose sur la technologie des gènes rapporteurs. A 

l’heure actuelle, elle concerne 3 modalités d’imagerie que sont l’IRM, la médecine nucléaire 

et l’imagerie optique. Les deux premières modalités seront rapidement évoquées pour leurs 

potentialités en imagerie moléculaire génique, et l’imagerie optique, qui a permis la 

réalisation de notre projet, sera abordée plus en détail. 

 

L’expression des gènes rapporteurs (Tableau 5) utilisés par l’expérimentateur conduit 

à la production de protéines qui peuvent avoir différentes fonctions. Ces protéines peuvent 

être utilisées comme agent de contraste (protéines fluorescentes), pour modifier l’agent de 

contraste (luciférase, thymidine kinase (TK), galactosidase), ou couplées à des transporteurs 

ou des recepteurs capables d’intéragir avec l’agent de contraste (Kang and Chung, 2008). 
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Tableau 5 : Gènes rapporteurs utilisables pour l’imagerie moléculaire génique 

(Kang and Chung, 2008) 

NIS (sodium / iodide symporter) ; D2R (dopamine 2 receptor) ; HSV1 (herpes simplex virus 

type 1) ; TK (thymidine kinase) ; SSTr (somatostatin receptor) ; LRP (lysine-rich protein)  
 

 

Imagerie moléculaire génique et IRM 

 

L’IRM est une technique d'imagerie non invasive possédant une haute résolution 

spatiale qui permet l’identification et la caractérisation en clinique de tissus pathologiques ou 

de lésions. Cette technique repose sur le principe de la résonance magnétique nucléaire 

(RMN) et nécessite un champ magnétique puissant et stable produit par un aimant qui crée 

une magnétisation des protons des molécules d’eau contenues dans les tissus. Le signal 

obtenu dépend de la concentration locale en protons et de leur cinétique de relaxation. Les 

processus de relaxation des protons des molécules d’eau dépendent de leur environnement, de 

leur dynamique et varient donc selon les tissus. L’image IRM obtenue, après reconstruction, 

détermine la nature des tissus biologiques explorés.  

La sensibilité de l’IRM est relativement faible. Elle est améliorée grâce à l’utilisation 

d’agents de contraste non spécifiques dont le rôle est de diminuer le temps de relaxation afin 

d’augmenter l’intensité des signaux. En plus d’être une technique d’imagerie anatomique, 

l’IRM donne également des informations fonctionnelles (température, diffusion, perfusion…). 

Quelques gènes rapporteurs sont utilisables en imagerie IRM. Des études montrent par 

exemple l’utilisation du gène codant pour la β-galactosidase, qui permet de libérer localement 

l’agent de contraste gadolinium préalablement piégé dans du galactose (Louie et al., 2000), 

des gènes codant pour des protéines interférant avec le métabolisme du fer comme la 

métalloprotéine tyrosinase (Weissleder et al., 1997), la ferritine (Cohen et al., 2005; Genove 

et al., 2005), ou le récepteur à la transferrine (Weissleder et al., 2000). Mais à ce jour ces 

travaux constituent essentiellement des démonstrations de faisabilité et n’ont pas été mis en 

œuvre dans des protocoles de thérapie génique clinique ou préclinique. L’avantage des gènes 
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rapporteurs utilisés en IRM est la détection précise au site d’expression compte tenu de la 

résolution spatiale de la technique. 

 

Imagerie moléculaire génique et imagerie nucléaire 

 

L’imagerie nucléaire est basée sur la détection in vivo d’éléments radioactifs injectés 

dans l’organisme. C’est la technique d’imagerie moléculaire la plus sensible (pM) et est 

largement implantée en clinique. Les deux techniques d’imagerie nucléaire sont la TEP et la 

SPECT qui utilisent des radio-pharmaceutiques différents. La TEP utilise des radiotraceurs 

provoquant une émission de positons (ou positrons) suite à leur désintégration. La SPECT 

utilise quant à elle des émetteurs gamma comme marqueurs.  

Plusieurs gènes rapporteurs sont disponibles pour leurs visualisations en imagerie 

nucléaire. Les récepteurs et les transporteurs sont particulièrement propices aux approches de 

médecine nucléaire dès lors que l’on synthétise des ligants radioactifs correspondants qui vont 

s’accumuler dans ou à la périphérie des cellules qui expriment le gène. C’est le cas par 

exemple du gène codant pour le récepteur 2 à la dopamine (D2R) et son ligand 18F-

fluoroethylspiperone (FESP) (MacLaren et al., 1999), des gènes codant pour des récepteurs 

oestrogéniques, du transporteur iode et sodium (NIS)… (voir (Kang and Chung, 2008) pour 

revue). Le gène HSV1-tk (herpes simplex virus type 1 (HSV1) thymidine kinase), a été 

couramment utilisé. Dans les cellules transfectées, le gène HSV1-tk permet la synthèse de TK 

qui phosphoryle son substrat 124I-FIAU. Alors que le substrat non phosphorylé peut traverser 

la membrane cellulaire, la forme phosphorylée est piégée dans la cellule et émet des positrons 

qui permettent la visualisation en TEP. Le gène HSV1-tk a notamment été utilisé pour un 

essai de thérapie génique pour le traitement des gliobastomes chez l’Homme. Après 

transfection virale du gène dans les cellules tumorales, l’expression de TK a été utilisée pour 

une imagerie TEP 124I-FIAU puis pour une thérapie en utilisant un susbtrat suicide 

(Ganciclovir) (Jacobs et al., 2001). Outre l’intérêt pour l’imagerie des thérapies géniques, ce 

travail illustre aussi un avantage supplémentaire des gènes rapporteurs en médecine nucléaire 

où le substrat d’imagerie peut être ultérieurement substitué par un subtrat suicide notamment 

en remplacant la molécule radioactive par un radioélément plus énergétique. 

 

Imagerie moléculaire génique optique 

 

Les gènes rapporteurs pour l’imagerie optique sont les plus couramment utilisés pour 

les modèles précliniques. L’imagerie optique offre une excellente sensibilité, proche de celle 

de la médecine nucléaire, tout en associant un large choix de gènes rapporteurs et une mise en 

œuvre facile et peu onéreuse. Il existe 2 grandes catégories de gènes rapporteurs adaptés à 

l’imagerie optique : les gènes codants pour les luciférases et les protéines fluorescentes (ou 

sondes fluorescentes). Les luciférases ont une activité enzymatique qui provoque la 

production de photons détectables par imagerie de bioluminescence (BLI). Les protéines 

fluorescentes émetent des photons, en réponse à une excitation lumineuse, détectables par 

imagerie de fluorescence par réflexion (FRI) ou par tomographie de fluorescence 

(tomographie moléculaire de fluorescence (FMT) ou tomographie de fluorescence diffuse 

(fDOT)). Les gènes rapporteurs d’imagerie optique et les méthodes d’imagerie associées sont 

détaillés dans la partie suivante. 
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Toutes ces techniques utilisent des caméras CCD (charge coupled device) 

ultrasensibles qui détectent de faibles variations d’émission de photons. La principale 

limitation résulte de l’absorption et de la diffusion des photons qui interagissent avec les 

tissus. Ces phénomènes ont un impact direct sur la quantification du signal observé qui est 

affecté par la profondeur de détection. En pratique, la profondeur à laquelle se situe le foyer 

d’émission des photons va directement influencer la morphologie du signal : plus les photons 

sont en profondeur plus le signal observé sera de faible intensité et diffus. 

 

 

1.5.2. L’imagerie optique des gènes rapporteurs 

 

1.5.2.1. Définition 

 

L’imagerie optique est basée sur l’utilisation de sondes ou de gènes rapporteurs. Elle 

regroupe les techniques de BLI, de FRI et de FMT ou fDOT. Les caméras CCD ultra-

sensibles détectent des signaux lumineux in vivo de faible intensité émis par l’organisme. Ces 

caméras peuvent être refroidies jusqu’à -90°C afin de diminuer le bruit de fond électronique et 

ainsi améliorer la sensibilité. Elles permettent la conversion d’un signal lumineux en un signal 

électrique grâce à une matrice de détecteurs photosensibles qui constituent le capteur CCD. 

Ces détecteurs, nommés pixels, convertissent le signal photonique reçu en informations 

électroniques. Lorsque l’acquisition est terminée, la matrice est vidée séquentiellement. Le 

signal converti est transmis à l’ordinateur qui reconstruit l’image.  

 

Comme pour les autres modalités, le choix des gènes rapporteurs d’imagerie 

moléculaire optique dépend de critères tels que l’adressage aux cellules cibles, l’absence 

d’immunogénicité et de toxicité vis-à-vis de l’animal, la spécificité, la facilité de détection et 

de quantification. L’utilisation de cette technique chez l’homme n’est envisageable que si 

l’adressage du gène conduisant à la mort des cellules transfectées, comme par exemple pour 

l’expression de TK dans les glioblastomes (Jacobs et al., 2001), est restreint aux cellules 

cibles, ou s’il est strictement transitoire et non toxique.  

 

 

1.5.2.2. Fluorescence 

 

1.5.2.2.1. Principe 

 

La fluorescence est basée sur l’excitation électronique de molécules ou de systèmes 

moléculaires (appelés fluorophores) par des radiations électromagnétiques non ionisantes 

(photons). Pour revenir à son état énergétique initial, le fluorophore excité émet des photons 

de moindre énergie. L’absorption et l’émission de lumière par un fluorophore peuvent être 

illustrées par le diagramme de Jablonski (Figure 13) représentant les différents niveaux 

d’énergie des électrons d’une molécule. Les électrons au repos dans le niveau vibrationnel V0 

de l’état électronique fondamental S0 sont portés à un état excité S1 sous l’effet de 

l’absorption d’un rayonnement lumineux (λex). Puis, différents types de dissipation de 

l’énergie en excès se produisent au cours de la relaxation. La fluorescence se caractérise par 
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une relaxation rayonnante. Ce phénomène rapide est produit par l’émission d’un photon (à 

λem) dont l’énergie correspond à la transition entre l’état électronique S1 et l’un des niveaux 

vibrationnels de l’état fondamental S0.  

 

 

 
 

Figure 13 : Diagramme de Jablonski  

(modifié d’après (Matthews and Favard, 2007)) 

Les états électroniques singulets sont notés S0, S1, S2 et l’état triplet T1. Les flèches verticales 

pleines correspondent aux phénomènes d’absorption ou d’émission de photons. Les flèches en 

pointillés correspondent à des pertes énergétiques non radiatives. λex et λem correspondent 

aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission respectivement. 

 

 

Les molécules fluorescentes possèdent deux spectres caractéristiques : un spectre 

d’excitation et un spectre d’émission. 

 

La fluorescence est beaucoup utilisée en biologie lors d’étude in vitro. Elle permet la 

visualisation et le suivi de processus biologiques au niveau moléculaire comme l’expression 

de gènes, des réactions enzymatiques ou immunologiques… La fluorescence est également 

utilisée in vivo selon deux modalités d’imagerie. 

 

La fluorescence par réflexion (FRI) 

 

La FRI est une méthode de choix pour la visualisation de sondes fluorescentes in vivo 

(Ntziachristos et al., 2003) et s’applique à l’imagerie des protéines fluorescentes. La FRI 

consiste à exciter la protéine fluorescente à la longueur d’onde correspondant à son spectre 

d’absorption et à récupérer le signal émis à une longueur d’onde supérieure. L’excitation est 

réalisée grâce à une source lumineuse externe placée au dessus de l’animal (laser, diode ou 

source de lumière blanche filtrée). La caméra CCD également placée au dessus de l’animal 

capte les photons d’émission filtrés, émis par la protéine. Les temps d’acquisition sont 

habituellement inférieurs à 1 seconde. L’excitation est continue pendant la mesure et les 

spectres d’émission et d’excitation sont disjoints (Figure 14).  
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Figure 14 : Principe de la FRI in vivo  

(adapté de (Ntziachristos et al., 2003)) 

La source de lumière traverse un filtre adapté au spectre d’excitation in vivo de la protéine 

fluorescente puis l’émission de fluorescence est captée par une caméra CCD à travers un 

filtre adapté au spectre d’émission.  

 

 

L’imagerie de fluorescence in vivo se heurte à 3 problèmes majeurs qui sont l’auto-

fluorescence naturelle des tissus, l’absorption des photons par les tissus et la diffusion des 

photons dans le milieu. Compte tenu des propriétés optiques particulières des tissus vivants, 

l’auto-fluorescence et l’absorption sont réduites dans le domaine spectral compris entre 650 et 

900 nm. Cette fenêtre est appelée la « fenêtre du proche infra-rouge » ou « fenêtre 

thérapeutique » car elle correspond aux minima d’absorption et d’auto-fluorescence des tissus 

(Weissleder and Pittet, 2008). La diffusion des photons dans les tissus est responsable d’une 

perte de résolution spatiale et d’une impression de flou sur les images. En FRI, l’absorption et 

la diffusion limitent la localisation précise des sources, la quantification du signal et la 

détection à moins d’un centimètre de la surface de l’animal. 

 

La tomographie de fluorescence 

 

La tomographie moléculaire de fluorescence (FMT) ou la tomographie de fluorescence 

diffuse (fDOT) associent un ensemble d’images de fluorescence, des mesures de l’absorption 

et des algorithmes de reconstruction pour permettre une bonne localisation spatiale des 

sources lumineuses et une quantification du signal de fluorescence. Les sources d’excitation 

utilisées sont généralement des sources laser mobiles selon les axes x et y, l’excitation est 

réalisée par transillumination et la détection des signaux est effectuée grâce à une caméra 

CCD (Ntziachristos et al., 2002). Les acquisitions sont relativement longues puisqu’elles 

nécessitent l’acquisition d’images de fluorescence et d’absorption pour chaque position du 

laser d’excitation nécessaires à la reconstruction. Par contre, la tomographie de fluorescence 

permet de détecter des signaux profonds de plusieurs centimètres et elle permet la 

quantification. 

Les tomographes optiques actuellement disponibles sont optimisés pour la « fenêtre du 

proche infra-rouge » et au moment où nous avons initié notre projet, aucun gène rapporteur ne 
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présentait une fluorescence compatible avec l’utilisation de ces systèmes. Les premiers essais 

réalisés au laboratoire avec la protéine IFP-1.4 (Shu et al., 2009) n’ont permis de détecter la 

protéine ni in vitro ni in vivo dans les tumeurs U87 (C. Genevois & F. Couillaud, non 

publiés), par contre les résulats obtenus avec la protéine IRFP (Filonov et al., 2011) sont très 

encourageants.  

 

1.5.2.2.2. Les protéines fluorescentes 

  

La plus connue des protéines fluorescentes est la GFP (Green Fluorescent Protein) 

décrite en 1962. Le prix Nobel de chimie a été attribué en 2008 à RY. Tsien, M. Chalfie et O. 

Shimomura pour la découverte et le développement de cette protéine fluorescente. La GFP est 

issue de l’organisme marin Aequorea victoria. La forme sauvage de cette protéine comprend 

2 pics d’excitation à 395 nm et à 475 nm et un pic d’émission à 508 nm. Aujourd’hui, il existe 

de nombreux variants de la GFP (Tableau 6) mais le mutant le plus utilisé est l’eGFP 

(enhanced GFP) dont le rendement de fluorescence est supérieur à la GFP. Dans ce travail, 

nous avons utilisé l’Emerald Green Fluorescent Protein (EmGFP) qui présente un pic 

d’excitation à 487 nm et un pic d’émission à 509 nm (Tsien, 1998). 

La DsRed, qui provient du corail Discosoma, est une protéine fluorescente émettant 

dans le rouge (excitation : 558 nm ; émission : 583 nm). Cette protéine a également fait l’objet 

de nombreuses mutations pour modifier ses caractéristiques spectrales. Certains mutants 

comme la protéine mPlum (excitation : 590 nm ; émission : 649 nm) (Wang, 2004) se 

rapprochent de la « fenêtre du proche infra-rouge » (Shcherbo et al., 2007). 

 

 

 
 

Tableau 6 : Structure des chromophores des protéines fluorescentes et caractéristiques 

spectrales  

(Tsien, 2010) 

Les protéines fluorescentes sont classées de la longueur d’onde d’émission la plus courte à la 

plus longue. Les chaînes latérales des résidus influençant la longueur d’onde de fluorescence 

apparaissent en gris. 
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1.5.2.3. Bioluminescence 

 

1.5.2.3.1. Principe 

 

La bioluminescence est l’émission de lumière visible par des organismes vivants. Ce 

phénomène est retrouvé chez de nombreux organismes comme les bactéries, les champignons, 

les vers, les mollusques et les insectes. Dans la nature, ce phénomène peut être utilisé pour 

l’attraction des proies, comme mécanisme de défense ou comme moyen de communication.  

 

La bioluminescence résulte d’une activité enzymatique par des enzymes dénommées 

luciférases qui génèrent l’émission de photons. Les gènes codant pour les luciférases sont 

utilisés comme rapporteurs pour des études in vitro. Les techniques basées sur la mesure de 

l’activité enzymatique des luciférases font partie des méthodes les plus simples à mettre 

œuvre et des plus sensibles à disposition des biochimistes puisqu’elles permettent, par 

exemple, de doser des concentrations fentomolaires d’ATP (Sigma). In vivo, l’émission de 

photons issue de l’activité des luciférases permet le suivi par imagerie de bioluminescence. 

Les photons émis in vivo sont captés par une caméra CCD, placée dans une boîte noire, au 

dessus de l’animal (Figure 15). 

 

 

 
 

Figure 15 : Principe de la BLI in vivo 

Après l’injection du substrat chez la souris, l’émission de photons (bioluminescence) est 

détectée par une caméra CCD ultrasensible. 

 

 

Contrairement à la fluorescence, les tissus de mammifères ne présentent pas d’auto-

bioluminescence et le bruit de fond est inexistant. Par contre, comme la FRI, la BLI souffre de 

limitations dues à l’absorption des photons et à la diffusion. En conséquence, la quantification 

est relative sous réserve que la profondeur des sources lumineuses reste constante. 

L’administration du substrat de l’enzyme et sa dispertion homogène dans l’organisme est 

également une étape limitante. Enfin, certaines luciférases sont dépendantes du métabolisme 
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des cellules et notamment du taux d'oxygène dissout et de la concentration en ATP 

(nécessaires pour la réaction catalysée par la luciférase Firefly). A l’inverse, ces exigences 

métaboliques font des luciférases d’excellents marqueurs de la viabilité cellulaire. 

 

1.5.2.3.2. Les luciférases 

 

Les catalyseurs de la bioluminescence sont les luciférases. Ces enzymes catalysent la 

réaction chimique à l’origine de l’émission de photons et nécessitent un substrat et des co-

facteurs (ATP, O2…). Les luciférases les plus utilisées pour les études d’imagerie optique in 

vivo sont les luciférases Firefly (LucF), Renilla (LucR) et bactériennes (Close et al., 2010). 

L’utilisation des luciférases LucF et LucR est retrouvée dans de multiples applications en 

recherche (Tableau 7). Ces applications concernent l’étude de l’expression de gène, de la 

migration cellulaire et de la croissance tumorale entre autres. Par ailleurs, de nombreux 

animaux transgéniques possédant un transgène bioluminescent ont été générés. 
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Tableau 7 : Applications de l’utilisation des LucF et LucR en BLI  

(Close et al., 2010) 

 

 

La luciférase Firefly 

 

La LucF est la plus connue et la plus utilisée des luciférases. Elle est issue de la 

mouche luminescente américaine Photynus pyralis plus communément appelée luciole. La 

LucF est une enzyme de 61 kDa qui catalyse l’oxydation de son substrat, la luciférine, en 

présence d’ATP, d’O2 et du cation divalent magnésium (Mg
2+

). Cette réaction aboutie à la 

production d’oxyluciférine et émet des photons à une longueur d’onde moyenne de 562 nm 

(Figure 16). 
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Figure 16 : Réaction enzymatique de la luciférase Firefly (LucF) 

L’oxydation de la luciférine en présence d’ATP, d’O2 et de Mg
2+

 catalysée par la LucF 

permet l’émission de photons.  

 

 

Ce transgène bioluminescent est utilisé pour la BLI chez les rongeurs (Contag et al., 

1997; Contag and Bachmann, 2002) et essentiellement la souris. In vivo, la production de 

photons requiert une injection préalable de D-luciférine qui peut être réalisée aisément en 

intra-péritonéal (IP) et qui diffuse rapidement dans tout l’organisme (8 - 10 min chez la 

souris). L’injection de luciférine peut également être réalisée en intra-veineuse : l’injection est 

moins aisée mais la diffusion est très rapide (< 1 min). Moins de 10
-19

 moles de LucF (soit 2,4 

x 10
5
 molécules) suffisent à produire un signal détectable par la caméra CCD (Close et al., 

2010). De plus, comme la réaction nécessite de l’ATP, elle n’intervient que dans les cellules 

vivantes et permet d’apprécier in vivo la viabilité cellulaire.  

 

La luciférase Renilla 

 

 La LucR provient de l’organisme Renilla reniformis ou pensée de mer (Cnidaire) 

(Lorenz et al., 1991). La LucR est une enzyme de 36 kDa qui catalyse l’oxydation de la 

coelenterazine en présence d’oxygène aboutissant à une émission de photons à une longueur 

d’onde moyenne de 480 nm (Figure 17). A la différence de la LucF, l’activité de la LucR ne 

requiert pas d’ATP. Les spectres d’émission des LucF et LucR sont relativement proches et 

mal définis en longueur d’onde. Par contre, la réaction enzymatique de la LucR est brève et la 

production de photons est transitoire. Il est donc possible de mesurer séquentiellement 

l’activité des deux luciférases in vivo en respectant un délai de quelques heures entre les deux 

mesures. 

 

 

 
 

Figure 17 : Réaction enzymatique de la Luciférase Renilla (LucR) 

L’oxydation de la coelenterazine en présence d’O2 catalysée par la LucR permet l’émission 

de photons.  

 

 

 In vivo, l’administration de la coelenterazine peut se faire en injection IP comme pour 

la LucF. La commercialisation de nouveaux substrats conjugués et plus stables comme le 
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ViviRen
TM

 (Promega) permet une meilleure détection du signal in vivo (Otto-Duessel et al., 

2006). 

 

 

1.5.2.4. Applications 

 

 Les méthodes d’imagerie basées sur la détection de lumière sont largement utilisées en 

recherche afin de suivre de manière non invasive l’expression d’un transgène, la croissance 

tumorale ou autres effets biologiques. Les gènes rapporteurs peuvent être utilisés afin de 

mettre en évidence des interactions protéiques (par FRET (fluorescence resonance energy 

transfer) ou BRET (bioluminescence resonance energy transfer)) mais également pour la 

fonction des gènes in vitro. De plus, la visualisation, en imagerie optique, de gènes 

rapporteurs mis sous la dépendance transcriptionnelle de promoteurs spécifiques a permis 

l’étude fonctionnelle de nombreux gènes in vivo. 

 

La BLI est une méthode 2D qui ne permet pas une quantification absolue. Néamoins, 

la quantification relative est possible et le signal lumineux peut être corrélé au volume 

tumoral déterminé par IRM (Szentirmai et al., 2006) ou par coupes histologiques (Hashizume 

et al., 2009). Cette corrélation volume tumoral / signal lumineux est aujourd’hui couramment 

utilisée pour suivre la croissance tumorale (Jenkins et al., 2003; Close et al., 2010). C’est en 

utilisant cette caractéristique que de nombreuses études ont démontré l’efficacité 

thérapeutique d’une molécule. La réponse d’un agent anti-tumoral peut ainsi être suivie en 

imagerie optique, c’est le cas pour différentes études entre autres sur les glioblastomes (Dinca 

et al., 2007; Hashizume et al., 2009). La limitation majeure de cette méthode réside dans 

l’existence de régions hypoxiques fréquentes pour les tumeurs de grande taille. Les cellules 

présentes dans ces régions hypoxiques acquièrent un métabolisme anaérobie. Le défaut en O2 

a un impact sur la réaction de bioluminescence (Cf. 1.5.2.3.2) entraînant un rapport volume 

tumoral / BLI non proportionnel (Black et al., 2010). 
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2. Objectifs du projet de thèse 

 
 

Au travers d’une démarche expérimentale in vivo chez la souris, notre projet consiste à 

proposer des approches originales susceptibles d’apporter quelques clefs à certains verrous 

techniques de la thérapie génique. Nos propositions concernent la régulation de l’expression 

génique par inhibition post-transcriptionnelle, le contrôle thermo-inductible de l’expression et 

de l’inhibition génique et l’adressage aux cellules cibles. Elles mettent toutes en œuvre des 

modèles murins et s’appuient sur un suivi in vivo par imagerie moléculaire optique. 

 

Notre première contribution propose d’étudier la faisabilité d’une stratégie de thérapie 

génique basée sur l’utilisation des miARN. Nous avons choisi d’utiliser les miARN comme 

acteurs de l’ARNi pour notre étude de faisabilité car leur biogénèse peut être couplée avec 

l’expression d’un gène rapporteur. La biogénèse des miARN est placée sous le contrôle 

transcriptionnel d’un promoteur thermo-inductible (Hsp70B) dont l’activation peut être 

maîtrisée dans le temps et dans l’espace. Ainsi, la synthèse du miARN pourra être contrôlée à 

la demande par une hyperthermie déclenchée par l’expérimentateur. Nous avons choisi de 

cibler le gène rapporteur de la luciférase firefly (LucF) dont l’expression peut être suivie in 

vivo par imagerie optique de bioluminescence (BLI). Un deuxième promoteur thermo-sensible 

contrôle le gène rapporteur de la luciférase Renilla (LucR) qui permet un suivi in vivo par BLI 

de l’activation du promoteur et le gène rapporteur de l’EmGFP, co-cistronique au miARN, 

pour un suivi in vitro. Le projet sera présenté en 4 grandes parties. La première partie 

concerne l’efficacité d’inhibition des miARN in vitro et in vivo. La seconde partie traite de la 

faisabilité du projet qui a été successivement menée in vitro puis in vivo. La faisabilité sera 

étudiée grâce au suivi de l’inhibition de l’expression du gène de la LucF. La troisième partie 

propose des pistes d’optimisation du protocole avec, pour chacune d’elles, un suivi détaillé de 

l’ensemble des indicateurs moléculaires. La dernière partie concerne la proposition d’une 

méthode d’adressage qui pourrait permettre de transposer cette stratégie en clinique.  

 

La cinquième partie des résultats présentés est indépendante et examine la possibilité 

d’utiliser les molécules d’ARNm comme outils thérapeutiques. L’utilisation de l’ARN 

comme molécule thérapeutique permet d’obtenir une expression transitoire, indépendante du 

cycle cellulaire et de prévenir toute insertion du transgène dans le génome des cellules hôtes. 

Nous examinerons l’efficacité de l’adressage de différents types d’ARN aux cellules cibles 

par électroporation in vivo.  

 

 

 

 

 

 



 58 

3. Matériels et méthodes 
 

 

3.1. Matériel biologique 
 

 

3.1.1. Plasmides 

 

Nom Taille 
Gènes de 

sélection 
Caractéristiques 

pcDNA5-FRT-CMV-LucF 6745 pb 
Hygro

R
; 

Amp
R
 

Le gène de la LucF, avec une cible du 

miRLuc dans la région codante, est sous 

le contrôle du promoteur CMV. 

pcDNA5-FRT-EFIα-LucF 6307 pb 
Hygro

R
; 

Amp
R
 

Le gène de la LucF, avec une cible du 

miRLuc dans la région codante, est sous 

le contrôle du promoteur EFIα tronqué. 

pcDNA5-FRT-CMV-

LucF-ciblemiR3’UTR-S 
6883 pb 

Hygro
R
; 

Amp
R
 

Le gène de la LucF, avec une cible du 

miRLuc dans la région codante et une 

cible orientée en sens dans le 3’UTR, est 

sous le contrôle du promoteur CMV. 

pcDNA5-FRT-EFIα-LucF-

ciblemiR3’UTR-S 
6445 pb 

Hygro
R
; 

Amp
R
 

Le gène de la LucF, avec une cible du 

miRLuc dans la région codante et une 

cible orientée en sens dans le 3’UTR, est 

sous le contrôle du promoteur EFIα 

tronqué. 

pcDNA6.2-GW EmGFP-

4*miRLuc (nommé 

pCMV-miRLuc) 

6173 pb 
Blast

R
; 

Spectino
R
 

L’expression co-cistronique de l’EmGFP 

et de 4 copies de la cassette miRLuc est 

contrôlée par le promoteur CMV. 

pcDNA6.2-GW EmGFP-

4*miRneg (nommé 

pCMV-miRneg) 

6173 pb 
Blast

R
; 

Spectino
R
 

L’expression co-cistronique de l’EmGFP 

et de 4 copies de la cassette miRneg est 

contrôlée par le promoteur CMV. 

pcDNA6.2-Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP-4*miRLuc 

(nommé pHsp-miRLuc) 

8516 pb 
Blast

R
; 

Spectino
R
 

L’expression co-cistronique de l’EmGFP 

et de 4 copies de la cassette miRLuc est 

contrôlée par le promoteur Hsp70B, 

l’expression de la LucR est contrôlée par 

un second promoteur Hsp70B. 

pcDNA6.2-Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP-4*miRneg 

(nommé pHsp-miRneg) 

 

8516 pb 

 

Blast
R
; 

Spectino
R
 

L’expression co-cistronique de l’EmGFP 

et de 4 copies de la cassette miRneg est 

contrôlée par le promoteur Hsp70B, 

l’expression de la LucR est contrôlée par 

un second promoteur Hsp70B. 

pcDNA5/FRT/CAG/LucR 7096 pb 
Hygro

R
; 

Amp
R
 

Le gène de la LucR est placé sous le 

contrôle du promoteur CAG. 

 

pcDNA3.1-mPlum 

 

6306 pb 
Kan/néo

R
; 

Amp
R
 

Le gène de la mPlum est placé sous le 

contrôle du promoteur CMV. 
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pOG44 

 

5785 pb Amp
R
 

Le gène de la recombinase permettant la 

recombinaison homologue du système 

Flp-In™ est placé sous le contrôle du 

promoteur CMV (Invitrogen). 

pGEMT/5UTR-LucF-

3UTR 
5291 pb LacZ 

Le gène de la LucF est encadré par les 

régions non traduites du VHC. 

pCR®2.1-TOPO 3931 pb 
Kan

R
 ; 

Amp
R
 

(Invitrogen) 

 

Tableau 8 : Plasmides utilisés et caractéristiques 

Hygro : hygromycine (Invitrogen), Amp : ampicilline (Euromedex), Kan : kanamycine 

(Euromedex), Néo : néomycine, Blast : blasticidine (PAA), Spectino : spectinomycine 

(Sigma). 

 

 

3.1.2. Bactéries 

 

Les bactéries utilisées sont de souche Escherichia coli (Invitrogen) et sont 

électrocompétentes (One Shot® TOP10 Electrocomp™ E. coli) ou chimiocompétentes (One 

Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli). Ces bactéries appartiennent au Groupe 1, 

classe 1 de risques et ont été manipulées en confinement L1 sous un poste de sécurité 

microbien (PSM).  

 

 

3.1.3. Cellules eucaryotes 

 

3.1.3.1. Lignée U87 MG 

 

La lignée native U87 MG est une lignée cellulaire commerciale (ATCC) de cellules 

gliales dérivées d’un glioblastome humain. Les cellules sont adhérentes en culture et 

permettent la génération de tumeurs sur des souris immunodéficientes. 

 

 

3.1.3.2. Lignée U87 FRT-7 

 

 La lignée U87 FRT-7 est un clone cellulaire de la lignée U87 MG dont le génome 

contient un site unique FRT permettant la recombinaison homologue. Ce site FRT a été inséré 

grâce au système Flp-In™ (Invitrogen) (Figure 18). Ces cellules possèdent le gène de 

résistance à la zéocine et sont maintenues sous pression de sélection à raison de 200 µg / mL. 
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Figure 18 : Système Flp-In (Invitrogen) permettant la recombinaison homologue 

 

 

La recombinaison homologue utilisant le système Flp-In se fait en 2 étapes. La 

première étape consiste à intégrer de façon aléatoire, dans le génome des cellules, des sites de 

recombinaison appelés sites FRT. Les cellules ayant intégré ces sites deviennent résistantes à 

la zéocine. A partir de cette population polyclonale, les clones cellulaires sont isolés et criblés 

par Southern Blot afin de déterminer le nombre de sites FRT intégrés à leur génome. Le clone 

7 est un clone contenant un site unique de recombinaison. La seconde étape consiste à intégrer 

par recombinaison au site FRT les constructions d’intérêt. Le vecteur de type pcDNA5-FRT 

contenant le gène d’intérêt est co-transfecté avec le plasmide pOG44 dans les cellules FRT. 

Le plasmide pOG44 permet l’expression de la Flp recombinase, necessaire à la recombinaison 

homologue entre le site FRT présent dans le génome de la cellule et le site FRT apporté par le 

vecteur d’expression pcDNA5-FRT. Le vecteur pcDNA5-FRT, outre la construction d’intérêt, 

apporte le gène de résistance à l’hygromycine qui s’intercale entre la zéocine et son 

promoteur. La recombinaison au site FRT va donc permettre l’expression du gène d’intérêt, 

conférer une résistance à l’hygromycine et abolir la résistance à la zéocine.  
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3.1.3.3. Lignées U87 FRT-7 modifiées  

 

Nom Sélection Caractéristiques 

 

U87 CMV-LucF 

 

Hygro
R
 ; 

50 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante, est sous le contrôle du 

promoteur CMV (intégration au site FRT). 

U87 CMV-

LucF/CMV-LucR 

Blast
R
 ;  

2 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante, est sous le contrôle du 

promoteur CMV (intégration au site FRT). 

L’expression de la LucR (intégration aléatoire) est 

contrôlée par un second promoteur CMV. 

U87 CMV-

LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc  

Blast
R
 ; 

2 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante, est sous le contrôle du 

promoteur CMV (intégration au site FRT). Deux 

promoteurs Hsp70B contrôlent chacun l’expression de 

la LucR et l’expression co-cistronique de l’EmGFP et 

des 4 copies du miRLuc (intégration aléatoire). 

U87 CMV-

LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRneg 

Blast
R
 ;  

2 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante, est sous le contrôle du 

promoteur CMV (intégration au site FRT). Deux 

promoteurs Hsp70B contrôlent chacun et l’expression 

de la LucR et l’expression co-cistronique de l’EmGFP 

et des 4 copies du miRneg (intégration aléatoire). 

U87 CMV-LucF-

ciblemiR3’UTR-S 

Hygro
R
 ; 

50 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante et une cible orientée en sens 

dans le 3’UTR, est sous le contrôle du promoteur 

CMV (intégration au site FRT). 

U87 CMV-LucF-

ciblemiR3’UTR-

S/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRLuc 

Blast
R
 ;  

2 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante et une cible orientée en sens 

dans le 3’UTR, est sous le contrôle du promoteur 

CMV (intégration au site FRT). Deux promoteurs 

Hsp70B contrôlent chacun l’expression de la LucR et 

l’expression co-cistronique de l’EmGFP et 4 copies de 

la cassette miRLuc (intégration aléatoire). 

U87 CMV-LucF-

ciblemiR3’UTR-

S/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRneg 

Blast
R
 ;  

2 µg / mL 

Le gène de la LucF, contenant une cible du miRLuc 

dans la région codante et une cible orientée en sens 

dans le 3’UTR, est sous le contrôle du promoteur 

CMV (intégration au site FRT). Deux promoteurs 

Hsp70B contrôlent chacun l’expression de la LucR et 

l’expression co-cistronique de l’EmGFP et 4 copies de 

la cassette miRneg (intégration aléatoire). 

U87 Hsp-LucF 
Hygro

R
 ; 

50 µg / mL 

Le gène de la LucF est sous le contrôle du promoteur 

Hsp70B (intégration au site FRT). 

 

Tableau 9 : Lignées U87 FRT-7 modifiées utilisées et caractéristiques 
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Les lignées transformées (Tableau 9) sont toutes issues de la lignée clonale U87 FRT-

7, isolée à partir d’une lignée polyclonale U87 FRT, elle-même obtenue à partir de la lignée 

U87 MG. 

 

 

3.1.4. Animaux 

 

3.1.4.1. Souris C57BL/6 

 

Les souris C57BL/6 sont des souris immunocompétentes au pelage noir. Elles sont 

achetées à l’âge adulte (6 - 8 semaines) chez Charles River Laboratoires (France) et sont 

hébergées à l’animalerie conventionnelle A1. 

 

 

3.1.4.2. Souris NOG 

 

Les souris NOG (NOD/SCID/IL-2Rγ
null

) sont des souris immunodéficientes au pelage 

blanc. Elles sont caractérisées par plusieurs anomalies du système immunitaire dont une 

déficience complète des cellules NK (natural killer), une absence des lymphocytes T et B 

matures, un disfonctionnement des macrophages et une absence de complément circulant. 

Cette lignée de souris permet de réaliser des xénogreffes de cellules tumorales humaines. 

Elles sont achetées à l’âge adulte (6 - 8 semaines) à l’animalerie transgénique de Bordeaux 

Segalen puis hébergées à l’animalerie conventionnelle A1. 

 

 

3.1.4.3. Souris NLF1 

 

Les souris NLF1 (Christians et al., 1995) sont des souris immunocompétentes au 

pelage noir. Ce sont des souris C57BL/6 transgéniques élevées à l’état homozygote à 

l’animalerie transgénique de Bordeaux Segalen. Elles possèdent le transgène LucF (codant 

pour la protéine luciférase Firefly) sous le contrôle du promoteur murin Hspa1b, promoteur 

thermo-sensible des Heat Shock Protein de 70 kDa (HSP). Ce transgène est présent en 3 

copies par génome haploïde. Leur génotype est régulièrement contrôlé par PCR. 
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3.2. Méthodes de biologie cellulaire et biochimie 

 

 

3.2.1. Bactériologie 

 

3.2.1.1. Milieux 

 

Dénomination Nom Composition Fournisseur 

LB-Agar 
Lennox-L 

Agar 

pour 1L : 10 g de Peptone 140, 5 g extraits de 

levure, 5 g NaCl, 12 g d’agar 
Invitrogen 

LB Broth Base 
Lenox-L 

Broth Base 

pour 1L : 10 g de Peptone 140, 5 g extraits de 

levure, 5 g NaCl 
Invitrogen 

SOC SOC 

2% de tryptone, 0,5% d’extrait de levure, 10 

mM de NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM de MgCl2, 

10 mM de MgSO4 et 20 mM de glucose 

Invitrogen 

 

Tableau 10 : Milieux utilisés et composition 

 

 

3.2.1.2. Culture bactérienne 

 

Les bactéries sont cultivées sur milieux solides LB-Agar (préalablement stérilisé à 

l’autoclave 15 min à 121°C) supplémentés en condition liquide par un agent de sélection 

différent suivant le plasmide à amplifier. Pour les plasmides de type pcDNA5, l’agent de 

sélection est l’ampicilline à une concentration finale de 100 µg / mL et pour les plasmides de 

type pcDNA6.2, il s’agit de la spectinomycine à 50 µg / mL. Pour la mise en œuvre du crible 

blanc / bleu, le substrat X-gal (1,6 mg / boîte) est étalé sur les boîtes après solidification du 

milieu et à l’abri de la lumière. L’étalement des bactéries sur le milieu de culture est réalisé 

sous PSM de type II puis les boîtes sont incubées à 37°C. 

 L’amplification d’une colonie bactérienne est réalisée en milieu liquide LB Broth Base 

stérile supplémenté avec l’antibiotique adéquat (mêmes concentrations finales qu’en milieu 

solide). Après l’isolement d’une colonie dans du milieu liquide, son amplification est réalisée 

à 37°C sous agitation (225 rpm).  

 

 

3.2.1.3. Transformation bactérienne 

 

Les bactéries utilisées pour la transformation bactérienne sont dites compétentes. Elles 

sont isolées lors de la phase exponentielle de croissance de la culture bactérienne dans 

laquelle elles présentent des parois fines ainsi favorables à la pénétration de l’ADN.  

 

3.2.1.3.1. Transformation par électroporation 

  

Les bactéries électrocompétentes (en solution dépourvue de sels) conservées à -80°C 

sont décongelées dans la glace. Pour la transformation, 25 µL de bactéries sont mises en 
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présence de 0,5 µL de plasmide (soit environ 1 ng) à amplifier. Le mélange est soumis à un 

choc électrique (1 250 V, 5 ms, 1 pulse, cuve de 1 mm) qui provoque la formation de pores 

transitoires dans la membrane bactérienne, permettant le passage des acides nucléiques. Pour 

récupérer du stress de la transformation, les bactéries sont immédiatement incubées à 

température ambiante dans un milieu enrichi (milieu SOC, 125 µL) puis incubées 1h à 37°C 

sous agitation (225 rpm). Les bactéries sont ensuite étalées sur un milieu solide en présence 

de l’antibiotique de sélection adéquat et incubées 12h à 37°C. 

 

3.2.1.3.2. Transformation par choc thermique 

 

La transformation par choc thermique est moins efficace que celle par électroporation, 

mais elle est cependant utilisée lorsque l’ADN à amplifier est dans une solution trop 

concentrée en sels. Les bactéries chimiocompétentes conservées à -80°C sont décongelées 

dans la glace. Pour la transformation, les bactéries (25 µL) sont incubées (30 min) dans la 

glace en présence du plasmide à amplifier (0,8 µL). Le choc thermique est réalisé en plaçant 

le mélange ADN / bactéries pendant 30 s à 42°C. Les bactéries sont ensuite immédiatement 

incubées 2 min dans la glace. Le choc thermique provoque un remaniement lipidique au 

niveau de la membrane bactérienne nécessaire au passage des acides nucléiques. Le milieu 

SOC (125 µL) est ajouté à température ambiante. Après une incubation sous agitation (1h ; 

37°C ; 225 rpm), les bactéries sont étalées sur un milieu solide en présence de l’antibiotique 

de sélection adéquat et incubées 12h à 37°C. 
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3.2.2. Culture de cellules eucaryotes 

 

3.2.2.1. Tampons, milieux et réactifs 

 

Dénomination Nom Composition Fournisseur 

PBS 
Phosphate Buffered 

Saline 

155,17 mM NaCl ; 2,97 mM 

Na2HPO4-7H2O ; 1,06 mM 

KH2PO4 ; pH 7,4 

Gibco 

DMEM 
Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium 

GlutaMAX
TM

 I contenant 4,5 g / 

L de D-Glucose et 0,11 g / L de 

pyruvate de sodium 

Gibco 

SVF 

décomplémenté 

Sérum de veau fœtal 

décomplémenté 

Sérum de veau fœtal 

décomplémenté par la chaleur 

(56°C, 30 min) permettant la 

destruction du complément 

Gibco 

PSA 

Pénicilline-

Streptomycine-

Amphotéricine 

10 000 unités / mL Pénicilline ; 

10 000 µg / mL Streptomycine ; 

25 µg / mL Amphotéricine B 

Gibco 

MEM NEAA 

Minimum Essential 

Medium Non-Essential 

Amino Acids 

Formulation complète 

confidentielle 
Gibco 

Trypsine 0,05 % Trypsin-EDTA 
0,5 g / L de trypsine ; 0,2 g / L 

Na2-EDTA 
Gibco 

Opti-MEM 

Opti-MEM® I Reduced 

Serum Medium, 

GlutaMAX
TM

 

Formulation complète 

confidentielle 
Gibco 

TransFast 
TransFast

TM
 Transfection 

Reagent 

Formulation complète 

confidentielle 
Promega 

 

Tableau 11 : Tampons, milieux et réactifs utilisés et composition 

 

 

3.2.2.2. Entretien des lignées 

 

L’entretien des lignées cellulaires se déroule en conditions stériles dans une salle de 

culture de niveau 2 de sécurité (L2) et les cellules sont manipulées sous un PSM de type II. La 

croissance des cellules est suivie au microscope inversé. Les cellules sont cultivées dans du 

milieu complet composé de DMEM supplémenté avec 10% (v/v) de SVF décomplémenté, 1% 

(v/v) de PSA et 1% (v/v) de MEM NEAA. Les réactifs nécessaires à l’entretien des lignées 

(milieu complet, PBS et trypsine) sont pré-chauffés à 37°C. Les cellules sont diluées 

lorsqu’elles atteignent 80% de confluence lors d’une manipulation appelée « passage ». Les 

cellules, préalablement rincées avec du PBS, sont incubées en présence de trypsine (0,02 mL / 

cm
2
, 3 min, température ambiante). Cette enzyme permet l’inhibition des zones d’adhérence 

entre les cellules et d’avec leur support. La réaction enzymatique est arrêtée par l’ajout de 

milieu complet (10 fois le volume de la solution de trypsine), le SVF permettant l’inhibition 
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de la trypsine. Après une centrifugation (5 min ; 300 g ; température ambiante), les cellules 

sont diluées et remises en culture dans du milieu complet additionné de l’antibiotique de 

sélection adéquat (Cf. 3.1.3.). Les lignées sont maintenues en culture à 37°C, en incubateur à 

5% de CO2 et en atmosphère saturée en humidité.  

 

 

3.2.2.3. Dénombrement 

 

 Le dénombrement cellulaire est réalisé grâce à une cellule de Malassez. Pour cela, la 

suspension cellulaire est mise entre une lame de Malassez et une lamelle. Le comptage des 

cellules contenues dans le quadrillage de l’hématimètre permet de déterminer la concentration 

cellulaire. 

 

 

3.2.2.4. Transfection transitoire 

 

La transfection permet la pénétration d’acides nucléiques dans les cellules eucaryotes. 

La transfection transitoire permet d’obtenir l’expression transitoire d’un gène d’intérêt. 

L’agent de transfection utilisé est le réactif TransFast (Promega) qui est un agent de 

lipotransfection permettant d’envelopper l’ADN (chargé négativement) de lipides (chargés 

positivement). Le complexe ainsi formé pénètre dans la cellule par endocytose. Deux jours 

avant la transfection, les cellules sont ensemencées dans une plaque 4 puits à raison de 

25 000, 15 000 ou 10 000 cellules / puits de 1,9 cm
2
 suivant les besoins de l’expérimentation. 

Les cellules sont transfectées avec 250 ng d’ADN. L’ADN purifié (Cf. 3.3.4) est repris dans 

du milieu Opti-MEM (200 µL) et additionné de TransFast (3 µL / µg d’ADN). Le mélange 

ADN / Opti-MEM / TransFast est incubé (15 min ; température ambiante) pour permettre la 

formation des complexes cationiques. Après un rinçage au PBS, les cellules à transfecter sont 

mises en présence du mélange contenant l’ADN (200 µL) et incubées (30 min ; 37°C). Une 

fois la transfection réalisée, le mélange précédent est remplacé par du milieu complet (500 

µL) et les cellules sont replacées dans l’incubateur (37°C ; 5% CO2).  

 

 

3.2.2.5. Transfection stable 

 

La transfection stable permet d’intégrer une séquence d’ADN d’intérêt au génome de 

la cellule. Ainsi, le gène d’intérêt sera conservé au cours des générations.  

 

3.2.2.5.1. Transfection stable par recombinaison au site FRT 

 

Le système Flp-In™ (Cf. Figure 18) permet d’insérer par recombinaison homologue 

la séquence d’intérêt au site FRT présent dans le génome de la lignée cellulaire U87 FRT-7. 

La recombinase Flp qui catalyse la réaction est codée par le plasmide pOG44. 

Le protocole de transfection est identique à celui de la transfection transitoire, excepté 

le fait que les plasmides de type pcDNA5 comportant la séquence FRT et pOG44 sont co-

transfectés suivant différents ratios molaires et à raison de 250 ng d’ADN total / transfection.  
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Une fois la réaction réalisée, les cellules sont replacées dans l’incubateur (37°C, 5% 

CO2) dans du milieu complet. Après 48h, les cellules transfectées sont sélectionnées en 

ajoutant de l’hygromycine (50 µg / mL) au milieu de culture. L’antibiotique est renouvelé 

tous les 2 jours pendant 15 jours. Pour faciliter la croissance des cellules transfectées, le 

milieu de sélection est composé de 50% (v/v) de milieu complet et de 50% (v/v) de milieu dit 

conditionné. Le milieu conditionné est un milieu de culture ayant contenu des cellules U87 

MG, récupéré lors des différents passages et stérilisé par filtration (Milex, 0,22 µm). Il 

contient différents signaux de croissance sécrétés par les cellules U87 qui favorisent la 

croissance des cellules en sélection. 

 

3.2.2.5.2. Transfection stable aléatoire 

 

 La transfection aléatoire est réalisée suivant le même protocole que la transfection au 

site FRT, à la différence que le plasmide codant pour la recombinase n’est pas utilisé. De ce 

fait, l’insertion de la séquence d’intérêt au génome est aléatoire. Le plasmide transfecté 

contenant le gène d’intérêt est de type pcDNA6.2. La pression de sélection est réalisée comme 

précédemment, grâce à l’antibiotique blasticidine (2 µg / mL). 

 

 

3.2.2.6. Chauffage des cellules en culture 

 

 Pour permettre l’activation du promoteur Hsp70B contrôlant l’expression des gènes 

d’intérêt, les cellules mises en plaque sont chauffées au bain-marie. Le milieu de culture est 

remplacé par du milieu complet pré-chauffé à 45°C et la plaque est immédiatement placée au 

bain-marie à 45°C durant 8 ou 20 min suivant l’expérimentation. Après le chauffage, les 

cellules sont replacées dans l’incubateur (37°C ; 5% CO2).  

 

 

3.2.2.7. Dosage in vitro de l’activité des luciférases 

 

Le dosage de l’activité enzymatique de la LucF est réalisé à partir d’un lysat cellulaire 

en utilisant le kit « Luciferase Assay System » (Promega). Après un rinçage au PBS, les 

cellules sont lysées à l’aide d’une solution détergente (Cell Culture Lysis Reagent (Promega) ; 

10 min ; température ambiante ; légère agitation). La mesure de l’activité de la LucF est 

réalisée à partir d’une fraction du lysat (5 µL) additionnée d’un réactif (50 µL, Luciferase 

Assay Substrate (LAS)) contenant le substrat de l’enzyme (luciférine) et les co-facteurs. La 

réaction enzymatique génère de la lumière qui est mesurée à l’aide d’un luminomètre (Lumat 

LB850, Berthold). L’acquisition (10 s) est réalisée 10 s après l’ajout du réactif LAS. Les 

mesures sont exprimées en RLU (Relative Light Unit). 

Il est également possible de mesurer séquentiellement, sur un même échantillon, 

l’activité de la LucF et de la LucR grâce au kit « Dual-Luciferase® Reporter Assay System » 

(Promega). Les cellules, préalablement rincées au PBS, sont lysées par un tampon détergent 

(Passive Lysis Buffer, Promega). A partir du lysat cellulaire (20 µL), l’activité de la LucF est 

d’abord mesurée par ajout du substrat et des co-facteurs (100 µL de Luciferase Assay Reagent 

II (LAR II), (Promega)). La lumière, générée par la réaction, est mesurée au luminomètre (10 

s) 5 s après l’ajout du réactif LAR II. L’addition du réactif Stop and Glo® (100 µL) inhibe 
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l’activité de la LucF et initie l’activité de la LucR simultanément par ajout de son substrat 

(coelenterazine). Le signal luminescent généré par l’activité de la LucR est à son tour mesuré 

par le luminomètre (10 s). 

 

 

3.2.2.8. Microscopie à fluorescence 

 

Le milieu de culture des cellules est remplacé par du PBS avant la visualisation de 

l’EmGFP. Le microscope inversé de fluorescence ZEISS Axiovert 200 comprend une lampe à 

mercure FluoArc et est relié à une caméra HAL 100. Deux acquisitions successives sont 

réalisées avec l’objectif x 40. Une image de fluorescence est effectuée avec les filtres 

d’émission à 475 +/- 20 nm et d’excitation à 530 +/- 25 nm (Figure 19) suivie d’une image de 

contraste de phase. Le logiciel Axio Vison permet la superposition des 2 images obtenues.  

 

 

 
Figure 19 : Spectre d’excitation et d’émission de l’EmGFP et caractéristiques des filtres 

utilisés 

L’EmGFP a un pic d’excitation à 487 nm et d’émission à 509 nm. Les filtres utilisés en 

microscopie de fluorescence sont des filtres de 475 +/- 20 nm pour l’excitation et 530 +/- 25 

nm pour l’émission. 

 

 

3.2.2.9. Cytométrie de flux 

 

La cytométrie de flux permet de faire passer des cellules devant un faisceau laser pour 

les compter et les classer notamment en fonction de leur fluorescence. Les cellules U87 en 

suspension dans du PBS sont placées dans la glace jusqu’au moment de l’injection dans le 

cytomètre (Guava easycyte
TM

 Flow Cytometer Mini 6-2L ; Millipore). Le laser d’excitation à 

488 nm et le filtre d’émission (525 nm +/- 15 nm) permettent de compter les cellules 

exprimant l’EmGFP et de déterminer le niveau de fluorescence sur les cellules vivantes. 

L’appareil est piloté par le logiciel Incyte. 
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3.3. Méthodes de biologie moléculaire 

 

 

3.3.1. Tampons et milieux 

 

Dénomination Nom Composition Fournisseur 

PBS 
Phosphate 

Buffered Saline 

155,17 mM NaCl ; 2,97 mM Na2HPO4-

7H2O ; 1,06 mM KH2PO4 ; pH 7,4 
Gibco 

TBE 
Tris Borate 

EDTA 

89 mM Tris borate ; 89 mM acide 

borique ; 2 mM EDTA ; pH 8,3 
Promega 

TEN 
Tris EDTA 

NaCl 

10 mM deTris ; 0.2 M NaCl ; 

1 mM EDTA 
Bio-RAD 

Tampon de 

charge 

Blue / Orange 

6X Loading Dye 

0,4% (v/v) orange G ; 0,03% (v/v)  

bromophenol blue ; 0,03% (v/v) xylene 

cyanol FF ; 15% Ficoll®400 ; 10 mM 

Tris-HCl pH 7,5 et 50 mM EDTA pH 8 

Promega 

TE Tris EDTA 
10 mM Tris-HCl ; 1 mM EDTA ;  

pH 7,5 

Molecular 

Probes 

 

Tableau 12 : Tampons et milieux utilisés et composition 

 

 

3.3.2. Extraction d’ADN plasmidique 

 

L’extraction des ADN plasmidiques est réalisée à l’aide du kit PureYield™ Plasmid 

Midiprep System (Promega). La culture bactérienne (Cf. 3.2.1.2) dans un volume de 150 mL 

est centrifugée (10 min ; 5 000 g). Le culot bactérien est repris dans 6 mL d’une solution de 

resuspension cellulaire (50 mM Tris-HCl, pH 7,5 ; 10 mM EDTA, pH 8 ; 100 µg / mL RNase 

A, Promega) et les bactéries sont lysées par addition de 6 mL d’une solution de lyse (0,2 M 

NaOH ; 1 % SDS, Promega). Après 3 min d’incubation à température ambiante, la réaction 

est neutralisée (10 mL ; solution de neutralisation (4,09 M guanidine hydrochloride, pH 4,8 ; 

759 mM acétate de potassium ; 2,12 M acide acétique glacial), Promega). Le mélange est 

incubé 30 min à température ambiante puis centrifugé 10 min à 10 000 g. Le surnageant est 

ensuite déposé sur un système de double colonnes. La première colonne est une colonne de 

lavage qui va permettre d’éliminer les débris cellulaires. La seconde est une colonne 

contenant de la silice qui fixe l’ADN. L’application du vide permet d’éliminer le soluté alors 

que l’ADN reste fixé sur la seconde colonne. L’ADN est alors lavé pour éliminer les 

endotoxines (5 mL, Promega) puis lavé avec une solution de lavage (20 mL ; 60 mM acétate 

de potassium ; 8,3 mM Tris-HCl, pH 7,5 ; 0,04 mM EDTA, pH 8 ; 60 % éthanol, Promega). 

Après avoir séché la colonne, l’ADN plasmidique est élué avec de l’eau Nuclease-Free (600 

µL). 
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3.3.3. Dosage des acides nucléiques par spectrofluorimétrie 

 

La quantification des acides nucléiques est réalisée par spectrofluorimétrie à l’aide 

d’un spectrofluorimètre (Versafluor® ; Bio-RAD).  

Le fluorochrome Hoechst 33258 (Fluorescent DNA Quantitation Kit ; Bio-RAD) est un agent 

intercalant dont la fluorescence (excitation 360 nm ; émission 460 nm) dépend de sa fixation 

spécifique à l’ADN. La mesure est réalisée dans une cuve contenant une solution de Hoescht 

33258 (0,1 µg / mL ; 2 mL de tampon TEN).  

Le fluorophore RiboGreen (RiboGreen
TM

 RNA Quantitation Kit ; Molecular Probes) est 

fluorescent (excitation 500 nm ; émission 525 nm) lorsqu’il est lié à l’ARN. La mesure est 

réalisée dans une cuve contenant une solution de RiboGreen (1 / 2 000
ème

 ; 2 mL de tampon 

TE). 

Dans les 2 cas, la fluorescence étant proportionnelle à la quantité d’acides nucléiques, 

elle permet une quantification à l’aide du spectrofluorimètre étalonné grâce à une solution 

standard d’ADN ou d’ARN. La sensibilité est de l’ordre de 10 ng / mL pour l’ADN et de 1 ng 

/ mL pour l’ARN. 

 

 

3.3.4. Précipitation et purification d’ADN 

 

Les ADN sont précipités et purifiés grâce au réactif « SureClean » (Bioline). Le réactif 

est mélangé volume à volume avec la solution d’ADN. Le mélange est vortexé, incubé 10 min 

à température ambiante puis centrifugé à 20°C pendant 10 min à 14 000 g. Le culot obtenu est 

lavé avec un volume d’éthanol à 70% (v/v), vortexé puis centrifugé suivant les mêmes 

conditions que précédemment. Le culot contenant l’ADN est ensuite séché à l’air libre et peut 

être repris dans le solvant désiré. 

 

 

3.3.5. Extraction des ARN totaux 

 

Les ARN totaux sont extraits grâce à la méthode phénol / chloroforme. Les cellules 

sont reprises dans le réactif TRIZOL® (500 µL ; Invitrogen), contenant du phénol et de 

l’isothiocyanate de guanidine. Après une incubation (5 min ; température ambiante), 100 µL 

de chloroforme sont ajoutés, puis le mélange est vortexé avant d’être incubé 3 min à 

température ambiante. Une centrifugation (15 min ; 12 000 g ; 4°C) est ensuite réalisée afin 

de séparer les différentes phases. La phase aqueuse, contenant les ARN, est ensuite récupérée 

et 250 µL d’isopropanol sont ajoutés afin de précipiter les ARN. Après une incubation (10 

min ; température ambiante), l’échantillon est centrifugé (10 min ; 12 000 g ; 4°C). Une fois 

le surnageant retiré, le culot d’ARN est lavé avec 500 µL d’éthanol 70% (v/v) puis centrifugé 

(5 min ; 7 500 g ; 4°C). Le culot est séché à l’air libre pendant 10 min puis repris dans de 

l’eau Nuclease-Free (20 µL). Les échantillons d’ARN sont conservés à -80°C. 
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3.3.6. Traitement des ARN à la DNase I 

 

La DNase I est une endonucléase qui dégrade les ADN simple et double brins. Le 

volume réactionnel final est de 10 µL et comprend 1 µg d’ARN totaux, le tampon réactionnel 

adéquat fourni par le fabricant (Fermentas) et 1 unité de DNase I (Fermentas). La réaction a 

lieu à 37°C pendant 30 min. L’activité enzymatique est ensuite inhibée avec l’ajout de 4,5 

mM d’EDTA suivie d’une incubation (10 min ; 65°C). 

 

 

3.3.7. Réverse-transcription 

 

La réverse-transcription est réalisée directement sur l’ARN traité avec la DNaseI. Un 

mélange d’hexamers (250 ng ; Promega) est ajouté à l’échantillon. L’étape de dénaturation 

consiste en une première incubation (5 min ; 70°C) suivie d’une deuxième (5 min ; 4°C). Puis 

8,4 µL de milieu réactionnel sont ajoutés à l’échantillon. Le milieu réactionnel se compose du 

tampon fourni par le fabricant (Promega), de 3 mM de MgCl2 (Promega), de 0,5 mM de 

dNTP (Promega) et de 2 unités d’inhibiteurs de RNase (Promega). Puis 1 µL d’enzyme 

ImpromII (Promega) est ajouté au milieu réactionnel. L’étape d’hybridation est réalisée à 

température ambiante pendant 5 min. L’enzyme catalyse ensuite l’élongation lorsque les 

échantillons sont incubés 1h à 42°C. Enfin, l’enzyme est inactivée grâce à une incubation de 

15 min à 70°C. Les ADNc ainsi obtenus sont conservés à -20°C.   

 

 

3.3.8. Amplification d’ADN par PCR 
 

La réaction de polymérisation en chaine ou PCR (Polymerase Chain Reaction) permet 

l’amplification in vitro d’un fragment d’ADN. Cette méthode nécessite l’utilisation d’amorces 

oligonucléotidiques (Cf Tableau 13) encadrant le fragment d’intérêt, d’un mélange de 

désoxyribonucléotides (dNTP) libres et d’une ADN polymérase. La réaction, réalisée au 

moyen du thermocycleur T-gradient (Biometra), comprend une étape initiale de dénaturation 

(95°C ; 3 min) suivie de 30 à 40 cycles et se termine par une étape finale d’élongation (72°C ; 

5 min). Chaque cycle est constitué d’une phase de dénaturation (95°C ; 30 s), d’une phase 

d’hybridation des amorces sur la matrice (la température est fonction de la température de ½ 

dénaturation des amorces (Tm) ; 30 s) et d’une phase d’élongation (72°C ; durée 

proportionnelle à la taille de l’amplifiât : 1 min / 1 Kb). 

L’ADN polymérase thermostable utilisée est la DreamTaq DNA polymerase 

(Fermentas). Le milieu réactionnel, dont le volume peut être de 25 ou 50 µL final suivant 

l’amplification effectuée, est composé du tampon fourni par le fabricant (Fermentas), de 

l’ADN polymérase (1,25 unités), de diméthylsulfoxyde (DMSO ; 1% (v/v)) afin de faciliter la 

réaction, des dNTP libres (0,2 mM), des 2 amorces oligonucléotidiques monobrins (0,2 µM 

chacune) ainsi que de la matrice ADN à amplifier (0,4 µL pour un plasmide ou 1,5 µL de 

culture bactérienne). 
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Amorce Séquence 5’3’ Sens Commentaires 

miR-D GGATCCGACATCACTTACGC D 

5’ de la séquence cible du 

miRLuc + site BamHI pour le 

clonage 

miR-R GGATCCCAACACCGGCATAAAG R 

3’ de la séquence cible du 

miRLuc + site BamHI pour le 

clonage 

M13Rev CAGGAAACAGCTATGAC D 

Présence de la séquence cible 

dans le vecteur 

TOPO®vector (Invitrogen) 

T7-R TAATACGACTCACTATAGGG R 

Présence de la séquence cible 

dans le vecteur 

TOPO®vector (Invitrogen) 

Hygro-1R GAGATGCAATAGGTCAGGCT R 
Présence de la séquence cible 

du miRLuc 

LucF-2D AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAG D 

Présence de la séquence cible 

du miRLuc et vérification de 

l’orientation 

LucF-10D GTCCGTTCGGTTGGCAGAAGC D 

Vérification de l’orientation 

de la séquence cible du 

miRLuc 

T75UTR-

Start 

TAATACGACTCACTATAGGGGC

CAGCCCCCGATTGGGGGCG 
D 

5’ de la région 5UTR du 

VHC + amorce de la T7 

polymérase 

3UTR-Stop ACTTGATCTGCAGAGAGGCCAG R 
3’ de la région 3UTR du 

VHC 

T7cap 
TAATACGACTCACTATAGGGCC

CCGGGAGGTCTCGTAGACC 
D 

5’ de la fin de la région 

5UTR du VHC 

LucF-Stop GGCCTGGAGTGTTTAGCTCCC R 3’ du gène de la LucF 

 

Tableau 13 : Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées pour la PCR 

D : amorce dans le sens direct soit 5’  3’ ; R : amorce dans le sens réverse soit 3’  5’  

La synthèse des amorces est confiée à un prestataire de service (Eurogentec). 

 

 

3.3.9. PCR quantitative 

 

La PCR quantitative (PCRq) en temps réel permet de quantifier les produits 

d’amplification au cours de leur synthèse. La quantification de l’ADN amplifié est réalisée 

grâce au marqueur fluorescent SYBR Green qui se lie spécifiquement à l’ADN double brin. 

Sa fluorescence est directement proportionnelle à la quantité d’ADN synthétisée. La 

fluorescence est donc récupérée à la fin de l’étape d’élongation de chaque cycle. Le 

thermocycleur utilisé est le MyIQ Real Time (Bio-RAD) piloté par le logiciel MyIQ. Celui-ci 

permet l’obtention des courbes d’amplification et de dissociation. Cette dernière courbe 
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permet une vérification de la spécificité de l’amplification. L’efficacité de la PCR est 

également testée en réalisant des dilutions successives d’un même échantillon et pour chaque 

couple d’amorce utilisé (Cf. Tableau 14). Le cycle seuil (Ct), défini comme étant le cycle à 

partir duquel le signal de fluorescence dépasse celui du bruit de fond, peut être déterminé pour 

chaque échantillon. Le Ct du gène d’intérêt est comparé au Ct de l’ADNc du gène de 

référence 36B4 codant pour une protéine phosphoribosomal (RPLP0) dont l’expression est 

supposée constante. La quantification relative de l’échantillon peut être déterminée grâce au 

calcul du ΔCt (Ct de l’échantillon - Ct gène référence). Chaque Ct a été déterminé en 

triplicate. 

Le mélange réactionnel (25 μL) est constitué de 10 μL d’ADNc dilué au 1 / 100
ème

, 0,4 µM de 

chaque amorce et 12,5 μL du milieu Maxima SYBR Green / Fluorescein qPCR Master Mix 

(Fermentas) comprenant tous les réactifs nécessaires à l’amplification (Maxima® Hot Start 

Taq DNA polymerase, dNTPs, tampon optimisé, SYBR® Green I, Fluorescein). 

 

 

Amorce Séquence 5’3’ Sens Commentaires 

36B4-S GCTTCATTGTGGGAGCAGAC D 5’ du gène 36B4 

36B4-AS CATGGTGTTCTTGCCCATCAG R 3’ du gène 36B4 

LucF-12D TCCATTCCATCACGGTTTTGG D 5’ de la LucF 

LucF-13R GCTATGTCTCCAGAATGTAGC R 3’ de la LucF 

Hsp70-1D CGCCTACTTCAACGACTCTCAG D 5’ du gène Hsp70B endogène 

Hsp70-4R GCTTGTTCTGGCTGATGTC R 3’ du gène Hsp70B endogène 

 

Tableau 14 : Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées pour la PCRq 

D : amorce dans le sens direct soit 5’  3’ ; R : amorce dans le sens réverse soit 3’  5’  

La synthèse des amorces est confiée à un prestataire de service (Eurogentec). 

 

 

3.3.10. Electrophorèse sur gel d’agarose 

 

Les ADN sont séparés selon leur taille par électrophorèse sur un gel d’agarose. La 

concentration du gel en agarose (0,8 à 2% (w/v)) est choisie suivant la taille des fragments 

d’ADN à séparer. L’agarose est dissoute dans du tampon TBE. L’agent intercalant GelRed
TM 

Nucleic Acid Gel Stain (1 / 10 000
ème

 ; FluoProbes®, Interchim) dont la fluorescence dépend 

de sa fixation à l’ADN est ajouté. Les échantillons mélangés au tampon de charge (6 X Load 

Dye ; Promega) sont déposés dans les puits. La migration est effectuée à température 

ambiante et à un voltage constant (100 V) dans une cuve horizontale. Les fragments d’ADN 

sont visualisés par fluorescence sous éclairage UV (302 nm) à l’aide de l’appareil Gel doc 

2000 (Bio-RAD), et leur taille est déterminée par comparaison avec un marqueur de taille 

moléculaire (1 Kb Ladder ; Invitrogen). Les gels sont photographiés puis analysés grâce au 

logiciel Quantity One (Bio-RAD). 
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Dans le cas où l’ADN ayant migré dans le gel doit être récupéré puis purifié (Cf. 3.3.12.3), la 

bande d’intérêt est excisée du gel à l’aide d’un scalpel. 

 

 

3.3.11. Synthèse d’ARN 

 

3.3.11.1. Les ARN 5UTR-LucF-3UTR 

 

Les étapes de synthèse des ARN 5UTR-LucF-3UTR ont été réalisées au laboratoire de 

Microbiologie Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité, UMR 5234, Bordeaux Segalen en 

collaboration avec Michel Ventura. Ces ARN comportent les régions non traduites (5’UTR et 

3’UTR) du virus de l’hépatite C (VHC) encadrant la séquence codante de la LucF. Les étapes 

de préparation des ARN ont été réalisées avec du matériel et des produits différents du reste 

des travaux de cette thèse, elles seront donc détaillées toutes ensemble dans ce paragraphe. 

 

3.3.11.1.1. Obtention des produits PCR, vérification et purification 

 

Une amplification par PCR est réalisée afin d’introduire le promoteur de la polymérase 

du phage T7 en 3’ de la séquence devant être transcrite in vitro. Les PCR ont été réalisées à 

partir du plasmide pGEMT/5UTR-LucF-3UTR (Cf. 3.1.1.) avec le couple d’amorces 

T75UTR-Start / 3UTR-Stop (Cf. 3.3.8). L’amplification de l’ADN est réalisée dans un 

volume de 50 µL comprenant 10 ng de plasmide en présence de 10 µL de tampon (Phusion 

Buffer 5 X ; Finnzyme), de MgCl2 (50 mM), de dNTP libres (2,5 mM), de DMSO (0,5% 

(v/v)), des 2 amorces oligonucléotidiques monobrins (50 pmoles chacune) et de la Taq 

polymerase Phusion (1 unité ; Finnzyme). La réaction de PCR commence par l’activation de 

l’enzyme (98°C ; 30 s) suivie par 42 cycles comme décrits précédemment (Cf. 3.3.8.) et elle 

se termine par une étape finale d’élongation (72°C ; 7 min).  

Les produits de PCR obtenus sont vérifiés pour leur taille sur gel d’agarose 1% (Cf. 

3.3.10.), puis ils sont purifiés sur colonne MicroSpin
TM

 S400 HR (GE Healthcare – 

Amersham) permettant ainsi l’élimination des amorces et des dNTP libres. Pour cela, la 

colonne est préalablement centrifugée (1 min ; 735 g). L’échantillon contenant les produits de 

PCR est placé au centre de cette colonne qui est ensuite de nouveau centrifugée (2 min ; 735 

g). L’éluât obtenu est ajusté à 200 µL avec de l’eau puis traité par un volume de phénol. 

Après centrifugation (5 min ; 14 000 rpm), la phase aqueuse contenant l’ADN est prélevée et 

additionnée à un volume de chloroforme afin d’éliminer le phénol résiduel. Après une 

centrifugation similaire à la précédente, la phase aqueuse est récupérée.  

 

3.3.11.1.2. Précipitation des ADN 

 

A la phase aqueuse récoltée précédemment, est ajouté du NaCl (4 M ; 10% du volume 

récolté) ainsi que de l’éthanol (100% ; 3 volumes). Le tube, après avoir été bien agité, est 

incubé 12h à -20°C. Une centrifugation (25 min à 14 000 rpm) est ensuite réalisée suivie d’un 

lavage à l’éthanol à 70%. Après une nouvelle centrifugation, le culot est séché puis repris 

dans de l’eau Nuclease-free (10 µL). La concentration d’ADN est ensuite déterminée par 

spectrométrie (ND-1000 NanoDrop). 
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3.3.11.1.3. Transcription in vitro 

 

Cette étape est réalisée à l’aide du kit MEGAscript (Ambion) sur les produits de PCR 

purifiés contenant la séquence du promoteur de la T7 polymérase. Les produits de PCR 

amplifiés grâce au couple d’amorces T75UTR-Start / 3UTR-Stop, sont utilisés pour générer 

l’ARN 5UTR-LucF-3UTR. L’ADN (1 µg dans 8 µL) est transcrit (4h ; 37°C) par la T7 

polymérase (Ambion) en présence des ribonucléotides et du tampon de transcription 

(Megascript, Ambion). Les matrices d’ADN sont alors dégradées grâce à l’action de la 

DNaseI (15 min ; 37°C).  

 

3.3.11.1.4. Précipitation des ARN 

 

Les transcrits synthétisés par transcription in vitro sont mis en présence d’acétate 

d’ammonium (15 µL ; 5 M), d’EDTA (100 mM) et d’eau Nuclease-Free (115 µL) pour arrêter 

la réaction. Un égal volume de phénol / chloroforme est additionné avant une centrifugation 

(5 min ; 14000 rpm). La phase aqueuse est récupérée puis précipitée par un volume 

d’isopropanol. Après incubation (12h ; -20°C), l’ARN est centrifugé (25 min ; 14000 rpm) 

puis lavé à l’éthanol à 70%. Le culot est séché puis repris dans de l’eau Nuclease-free (50 

µL). La concentration d’ARN est ensuite déterminée par spectrométrie (ND-1000 NanoDrop). 

Pour vérifier l’intégrité des transcrits, 1 µg est déposé sur un gel d’acrylamide à 5%, en 

présence d’urée (7 M). La migration (45 min ; 25 W) est effectuée dans du TBE puis le gel est 

coloré au Stains all (Acros Organics, Noisy le Grand, France). 

 

 

3.3.11.2. Les ARN 5UTR-LucF-polyA et cap-LucF-polyA 

 

 Les PCR ont été réalisées à partir du plasmide pGEMT/5UTR-LucF-3UTR (Cf. 3.1.1.) 

avec le couple d’amorces T75UTR-Start / LucF-Stop pour la synthèse des ARN 5UTR-LucF-

polyA et le couple T7cap / LucF-Stop pour celle des ARN cap-LucF-polyA (Cf. 3.3.8.). 

L’amplification de l’ADN est réalisée puis les produits PCR sont purifiés (Cf. 3.3.11.1.1.). La 

synthèse des ARN 5UTR-LucF-polyA et cap-LucF-polyA in vitro a été réalisée par MitoProd 

SA à partir des produits PCR obtenus. 

 

 

3.3.11.3. Analyse de la pureté des ARN 

 

La pureté des ARN transcrits in vitro est vérifiée en électrophorèse en circuit 

microfluidique (Bioanalyzer Agilent 2100). L’appareil permet la mesure en temps réel de 

l’intensité de fluorescence de l’échantillon (50 ng) qui est déposé en présence du marqueur 

fluorescent sur la puce (Agilent RNA 6000 Nano). Les résultats sont visualisés sous forme 

d'électrophorégrammes et le logiciel évalue l'intégrité de chaque préparation d'ARN et 

attribue un indice de qualité (RNA Integrity Number) à chaque échantillon. 
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3.3.12. Clonage 

 

3.3.12.1. Restriction enzymatique 

 

La digestion enzymatique est effectuée sur 1 µg d’ADN dans un volume final de 20 

µL. Le mélange réactionnel est composé du tampon recommandé par le fournisseur 

(Promega), de 0,1 mg / mL de BSA acétylée (Bovine Serum Albumine ; Promega) et de 5 

unités d’enzyme de restriction (Promega). La réaction a lieu à 37°C pendant 1h.  

 

 

3.3.12.2. Déphosphorylation 

 

Cette étape permet aux vecteurs linéarisés de ne pas se refermer sur eux-mêmes. 

L’utilisation d’une alkaline phosphatase (CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase), 

Promega) va hydrolyser les groupements phosphates de l’ADN. L’ADN purifié (Cf. 3.3.4) est 

repris dans 40 µL de Tris-HCl 10 mM, pH 8. A l’ADN est ensuite ajouté le tampon fourni par 

le fabricant (Promega) et l’alkaline phosphatase (Promega). La quantité d’enzyme ajoutée est 

fonction de la taille et de la quantité d’ADN à déphosphoryler. En effet, 0,01 unité de CIAP 

déphosphoryle 1 pmole d’extrémité d’ADN. Le mélange réactionnel est incubé (30 min ; 

37°C) puis mis en présence d’un nouvel aliquot de CIAP. Une nouvelle incubation (30 min ; 

37°C) est réalisée puis l’enzyme est inactivée (10 min ; 75°C). 

 

 

3.3.12.3. Purification d’ADN à partir d’un milieu de réaction 

de PCR ou d’un gel d’agarose 

 

Le kit « Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System » (Promega) permet l’extraction 

et la purification d’ADN à partir du mélange réactionnel final de PCR ou d’un gel d’agarose. 

Dans le cas d’un produit PCR, un volume de solution « Membrane Binding Solution » 

(4,5 M d’isothiocyanate de guanidine ; 0,5 M d’acétate de potassium ; pH 5, Promega) égal au 

volume de produit PCR est ajouté. Dans le cas d’un fragment d’ADN contenu dans un gel, 10 

µL de « Membrane Binding Solution » sont ajoutés pour 10 mg de gel puis le mélange est 

incubé à 60°C jusqu’à dissolution complète du gel. 

Dans les deux cas, le mélange ADN / « Membrane Binding solution » est déposé sur 

une colonne et incubé (1 min ; température ambiante). L’éluât est éliminé par centrifugation 

(1 min ; 14000 g) puis la colonne est lavée à deux reprises par une solution alcoolique (10 

mM d’acétate de potassium pH 5 ; 80% (v/v) d’éthanol et 16,7 µM EDTA, pH 8, Promega). 

Une centrifugation (1 min, 14 000 g) permet l’élimination de l’éluât. La colonne est séchée 

(10 min ; 14 000 g), puis 50 µL d’eau Nuclease-Free sont ajoutés. Après une incubation finale 

(1 min ; température ambiante), l’élution de l’ADN est réalisée au moyen d’une centrifugation 

(1 min ; 14 000 g).  
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3.3.12.4. Quantification de l’ADN sur gel d’agarose 

 

Un ADN ayant été extrait suite à une migration sur gel d’agarose ne peut pas être 

quantifié par spectrofluorimétrie. Cette incompatibilité est due à la présence de l’intercalant 

GelRed qui, malgré la purification sur colonne de l’ADN, interfère avec la quantification au 

Versafluor. Dans ce cas, la quantification de l’ADN est réalisée après une migration sur gel 

d’agarose. Cette quantification est estimée par comparaison entre l’intensité de la bande de 

l’échantillon avec celles du marqueur de taille « Low DNA Mass Ladder » (Invitrogen). A 

chaque bande de ce marqueur est référencée une quantité d’ADN. 

 

 

3.3.12.5. Ligation 

 

Ligation des ADN purifiés 

 

La ligation entre 2 fragments d’ADN est catalysée par l’enzyme T4 DNA ligase 

(Invitrogen). Le milieu réactionnel est composé de 30 fmoles d’extrémités du vecteur 

receveur et de 90 fmoles d’extrémités de l’insert. La ligation est réalisée dans le tampon 

fourni par le fabricant auquel est ajouté 0,2 unité de T4 DNA ligase. La réaction s’effectue à 

25°C pendant 1h. 

 

Clonage des produits PCR 

 

Le clonage des produits PCR est réalisé à l’aide du kit TOPO TA Cloning® 

(Invitrogen) qui contient un vecteur linéarisé présentant une base T aux extrémités 3’. Ce 

plasmide permet d’intégrer directement les produits PCR obtenus après une amplification par 

une Taq polymerase qui ajoute une base A aux extrémités 3’ lors de la synthèse. L’insertion 

du produit PCR interrompt la séquence codant pour le facteur de complémentation alpha et 

permet le criblage phénotypique (crible blanc / bleu) des colonies bactériennes. La ligation 

par la T4 DNA ligase (5 min ; 25°C) s’effectue dans un milieu réactionnel de ligation (6 µL) 

composé du produit PCR (0,5 à 4 µL), de 1 µL de solution salée (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl2) 

et de 1 µL de TOPO®vector (10 ng de plasmide pCR®2.1-TOPO dans 50% glycérol, 50 mM 

Tris-HCl pH 7,4, 14 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1% Triton X-100, 100 µg / mL BSA et du 

rouge de phénol). Une fraction de l’échantillon est directement utilisée pour transformer par 

choc thermique les bactéries (Cf. 3.2.1.3.2.) qui sont étalées sur un milieu solide en présence 

du substrat X-gal et de l’antibiotique adéquat (Cf. 3.2.1.2.).  

  

 

3.3.12.6. Séquençage 

 

Le séquençage est réalisé par un prestataire de service (Beckmann Coulter Genomic) à 

partir de 3 µg de plasmide. 
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3.4. Méthodes d’expérimentation animale 

 

 

Toutes les procédures d’expérimentation animale ont été effectuées conformément aux 

dispositions légales en vigueur (Agrément d’expérimentation animale F. Couillaud 33-

04392 ; Agrément OGM du 18 / 12 / 2009 ; Formation à l’expérimentation animale niveau 1 

K. Pinel ; R-45GRETA-F1-10 ; 03 / 2012) et avec l’avis favorable du comité d’éthique 

d’établissement (saisine N°5012033). 

 

 

3.4.1. Animaleries 

 

Les animaux ont été hébergés à l’animalerie transgénique (Resp. Dr. Pierre Costet) ou 

à l’animalerie conventionnelle A1 (Resp. Mme. Laetitia Medan) de l’université Bordeaux 

Segalen en fonction du statut sanitaire de chaque animal. Les souris sont élevées dans des 

conditions standardisées de température et de lumière et ont accès à l’eau et à la nourriture ad 

libitum dans leur hébergement. 

 

 

3.4.2. Anesthésie 

 

Les souris ont été anesthésiées par inhalation d’isoflurane (Aerane®, Belamont, 

Nicholas Piramal Limited, London UK) présent à 2% dans un flux d’air. L’isoflurane est un 

agent halogéné lourd qui permet une induction rapide de l’anesthésie et une récupération 

prompte de l’animal dès l’arrêt de l’inhalation. L’animal est placé dans une boîte hermétique 

en plexiglas traversée par le flux anesthésique. Une fois l’animal anesthésié, son museau est 

placé dans un masque (TEM-SEGA, Bordeaux, France) alimenté par le même flux 

anesthésique tout au long de l’expérimentation. L’air expiré contenant l’isoflurane est piégé 

sur des filtres à charbon actif.  

 

 

3.4.3. Rasage 

 

Pour l’imagerie optique, afin de faciliter le passage des photons et pour éviter les 

artefacts liés à l’auto-fluorescence du pelage, les zones de l’animal devant être visualisées 

sont rasées. Les souris sont anesthésiées, rasées grâce à une tondeuse électrique puis épilées à 

la crème dépilatoire (Veet®, peau sensible). La peau des souris est ensuite abondamment 

rincée à l’eau tiède. 

 

 

3.4.4. Xénogreffes sous-cutanées 

 

Les cellules tumorales sont maintenues en culture (Cf. 3.2.2.2.) durant 10 passages 

puis sont renouvelées afin de limiter toute variabilité susceptible de compromettre les 

expérimentations. Pour réaliser des xénogreffes sous-cutanées, les cellules sont utilisées 
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lorsqu’elles atteignent 80% de confluence en culture. Elles sont injectées (2.10
6
 cellules ; 100 

µL PBS) sur souris vigile à l’aide d’une seringue à insuline (TERUMO
®
), en sous-cutané, sur 

les pattes arrière au niveau du muscle tibial crânial des souris. Des tumeurs d’environ 5 mm 

de diamètre sont obtenues au bout de 4 à 6 semaines. 

 

 

3.4.5. Mesure du volume tumoral au pied à coulisse 

 

Les tumeurs sous-cutanées sont mesurées au pied à coulisse (Castorama, 10W12, 

modèle 0 – 150 mm). Les mesures de la longueur et de la largeur sont réalisées chacune 3 fois 

par le même expérimentateur puis moyennées. Le volume tumoral est ensuite calculé selon la 

formule de Feldman (Feldman et al., 2009) où : V est le volume, L la longueur, l la largeur et 

f le facteur tenant compte de l’épaisseur de la tumeur (f = 1,58 pour une souris femelle et 1,69 

pour une souris mâle) : 

 
 

 

3.4.6. Chauffage par immersion au bain-marie 

 

Les souris préalablement rasées et anesthésiées sont placées sur une plateforme en 

plexiglas disposée à la surface de l’eau du bain-marie (Figure 20). La plateforme percée est 

équipée d’un masque d’anesthésie pour maintenir l’animal endormi pendant toute la durée du 

chauffage. De plus, l’animal est placé sur du polystyrène afin de l’isoler du plexiglas en 

contact avec l’eau à 45°C. Ce dispositif permet le chauffage simultané des 2 pattes arrière de 

la souris ou d’une seule suivant l’expérience envisagée. Chaque patte est placée dans l’eau à 

45°C pendant 8 min. Le bain-marie utilisé permet de garder une température relativement 

uniforme tout au long du chauffage (+/- 0,1°C), vérifiée par un thermomètre optique (Luxtron, 

USA). 

 

 

 
 

Figure 20 : Dispositif expérimental pour le chauffage au bain-marie des pattes de souris 

La souris est positionnée sur la plateforme en plexiglas de manière à ce qu’une patte trempe 

dans l’eau à 45°C. La souris est maintenue anesthésiée durant toute la durée de 

l’hyperthermie grâce au masque pour petit animal relié au système d’anesthésie.  



 80 

3.4.7. Electroporation in vivo 

 

3.4.7.1. Appareillage 

 

 Le générateur d’impulsions haute tension unipolaire Electro Cell S20 (BETA tech) est 

utilisé in vivo pour faire pénétrer les acides nucléiques dans des cellules. L’électroporateur 

dispose d’un condensateur chargé à une tension programmable entre 0 et 2 000 V. Le nombre 

d’impulsions est prédéterminé en maitrisant la largeur de l’impulsion et la période. Les 

paramètres tels que l’amplitude de l’impulsion (U), la largeur de l’impulsion (T), la période 

de répétition de l’impulsion (P) et le nombre de répétitions de l’impulsion (R) peuvent être 

configurés en fonction de l’expérimentation (Figure 21). 

 

 

 
 

Figure 21 : Représentation schématique de la forme d’onde des impulsions délivrées par 

l’électroporateur Electro Cell S20 (BETA tech) 

U : amplitude d’impulsion (V), T : largeur de l’impulsion (µs), P : période de répétition de 

l’impulsion (ms), t : temps. 

 

 

Les impulsions sont délivrées à l’aide d’une pédale externe reliée à l’électroporateur. 

Les électrodes utilisées sont des électrodes plates en acier inoxydable distantes de 0,5 ou de 1 

cm suivant l’expérimentation. Ces plaques sont placées de part et d’autre de la zone à 

électroporer (Figure 22). Cette zone entre les électrodes, d’une distance d (cm), est soumise à 

un champ électrique homogène d'intensité E (V / cm) tel que E (V / cm) = Tension U (V) / d 

(cm). 
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Figure 22 : Electroporation in vivo 

Utilisation d’électrodes plates dont les plaques sont distantes de 0,5 cm. L’injection d’acides 

nucléiques est effectuée sur une peau préalablement épilée. La zone à électroporer est enduite 

de gel conducteur et, 30 s environ après l’injection, le courant électrique est appliqué sur 

souris anesthésiée. 

 

 

3.4.7.2. Protocole des différents types d’électroporation 

 

 Avant chaque électroporation (EP), la zone cible a été préalablement rasée (Cf. 3.4.3.).  

Les EP en intra-dermique (ID) et en intra-tumorale (IT) sont réalisées sur les pattes 

arrière des souris. Les acides nucléiques en solution dans du PBS (5, 10 ou 15 µg suivant les 

expérimentations dans 10 ou 20 µL de PBS) sont injectés grâce à une seringue à insuline 

(TERUMO
®

) dans la zone choisie, sur les souris anesthésiées. La zone à électroporer est 

enduite d’un gel conducteur (Gel échographique Eko Gel, Asept In Med) et les impulsions 

électriques sont délivrées dans les 30 s suivant l’injection.  

Pour les EP en intra-cérébrale (IC), la souris anesthésiée est placée dans un cadre 

stéréotaxique. Des barres placées dans les conduits auditifs externes permettent le maintien 

céphalique et facilitent l’injection intra-crânienne des acides nucléiques. Le crâne de l’animal 

est désinfecté avec de l’alcool à 70% puis une incision cutanée para sagittale de 8 mm est 

réalisée. Un trou de trépan est ensuite réalisé dans la région pariétale droite à 2,5 mm de la 

suture sagittale et 1 mm en avant de la suture lambdatique. L’injection d’acides nucléiques 

(dans 5 µL de PBS) est réalisée à l’aide d’une canule reliée à une seringue d’Hamilton de 50 

µL, placée sur le cadre et préalablement remplie avec de l’huile minérale (Promega). 

L’injection est réalisée à une profondeur de 2,5 mm et à raison de 1 µL / min. Après 

l’injection, le trou de trépan est rebouché avec de la cire de Horsley. La plaie est ensuite 

suturée avec du fil non résorbable (Monocryl, 5-0, Ethicon, Johnson-Johnson). L’animal est 

sorti du cadre stéréotaxique et les électrodes dont les plaques sont distantes de 1 cm sont 

ensuite positionnées de part et d’autre de la cicatrice recouverte de gel conducteur. A la suite 

de l’EP, les souris sont soumises à une surveillance accrue (2 fois / jour) afin de surveiller 

l’apparition d’éventuels comportements inhabituels et d’administrer au besoin des anti-

douleurs.  

Pour les différentes expérimentations, plusieurs conditions d’EP ont été réalisées (Tableau 

15). 
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Intensité du 

champ électrique 

(V / cm) 

Durée 

(ms) 

Fréquence 

(Hz) 

(f = 1 / P) 

Nombre 

de pulses / 

cycle 

Nombre 

de 

cycles* 

Distance entre les 

plaques de 

l’électrode (cm) 

ID 200 20 1 4 2 0,5 

IT 600 5 1 5 2 0,5 

IC 200 5 1 4 2 1 

 

Tableau 15 : Conditions de courant et protocoles d’électroporation 

f : fréquence (Hz), P : période de répétition de l’impulsion (s), ID : intra-dermique, IT : intra-

tumoral, IC : intra-cérébrale 

* la polarité de l’électrode est inversée entre chaque cycle 

 

 

3.4.8. Imagerie 

 

3.4.8.1. Appareillage 

 

L’imagerie optique de fluorescence et de bioluminescence sur petit animal est réalisée 

grâce au système NightOWL II LB 983 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Allemagne) 

équipé d’une caméra CCD NC100 (Andor Technology, Belfast) refroidie à -70°C par effet 

Peltier, et dont la résolution est de 1 024 x 1 024 pixels. La caméra se trouve dans une boîte 

noire étanche à la lumière (Figure 23). Un système motorisé permet la mise au point et le 

déplacement de la caméra selon l’axe z avec une précision de +/- 100 µm. La boîte noire est 

également équipée d’un système d’anesthésie permettant le maintien de l’anesthésie tout au 

long de l’acquisition. Le système est piloté par le logiciel IndiGO 2
®
 (Berthold Technologies, 

Bad Wildbad, Allemagne) permettant l’acquisition et l’analyse des résultats. Ce logiciel 

permet également la transformation des images de bioluminescence et fluorescence acquises 

en noir et blanc en images pseudo-couleur pour l’obtention d’une meilleure représentation de 

la distribution spatiale des photons émis sur l’échantillon. 

La caméra CCD est calibrée ce qui permet la comparaison des images obtenues pour 

toutes les expérimentations quel que soit le champ de vue. Il faut noter que toutes les images 

réalisées dans ce travail ont un champ de vue identique. Pour l’imagerie de bioluminescence, 

un standard (Glowell, Biotechnologie LUX, UK) de faible lumière est placé à côté de l’animal 

à chaque acquisition. Ce standard n’est pas utilisé pour la quantification des mesures de 

bioluminescence mais sert de contrôle qualité du fonctionnement de la caméra.  

Pour l’imagerie de fluorescence, le système NightOWL II dispose d’un dispositif 

d’excitation comprenant une source de lumière blanche (lampe halogène au tungstène, 100 

W), une barrette porte filtres d’excitation (4 emplacements) et un anneau de fluorescence. 

L’anneau est fixé par une potence dans la boîte noire et permet une illumination homogène de 

l’animal à la longueur d’onde déterminée par le filtre. La lumière d’émission est captée par la 

caméra après filtrage. Le filtre d’émission est placé sur une roue porte filtres (3 

emplacements) disposée devant l’objectif de la caméra.  

 La boîte noire est équipée de 4 diodes blanches pour éclairer les souris lors de 

l’acquisition des photographies en noir et blanc. Elle contient également une plateforme 

thermostatée (37°C) sur laquelle est placé l’animal durant l’acquisition afin d’éviter une 

éventuelle hypothermie durant l’examen. 
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Figure 23 : Système pour l’imagerie optique NightOWL II LB 983 (Berthold Technologies) 

La boîte noire renferme la caméra CCD NC100 (Andor Technology, Belfast) et un masque 

relié au système d’anesthésie.  

 

 

3.4.8.2. Imagerie de bioluminescence (BLI) 

 

3.4.8.2.1. BLI de la Luciférase Firefly 

 

Pour l’imagerie de la LucF, le substrat D-Luciférine (sels de sodium, Promega, 3 mg, 

100 µL PBS) est injecté en IP sur souris vigile. Les souris sont anesthésiées 7 min après 

l’injection de la luciférine puis placées sur le lit thermostaté (37°C) sous la caméra. La 

séquence d’acquisition de bioluminescence est déclenchée 10 min après l’injection de la 

luciférine. Elle est composée de 2 images (2 x 1 min, binning 4 x 4) moyennées par le 

logiciel, suivies d’une photographie en niveau de gris (100 ms). 

 

3.4.8.2.2. BLI de la Luciférase Renilla 

 

La BLI de la LucR implique l’injection en IP du substrat ViviRen (coelenterazine 

stabilisée, Promega ; 50,8 µg, 100 µL PBS-BSA (0,1%) (w/v)) sur souris vigile. La souris est 

anesthésiée 17 min après l’injection puis placée sur le lit thermostaté (37°C) sous la caméra et 

l’acquisition est déclenchée au bout de 20 min. La séquence d’acquisition comprend 2 images 

(2 x 1 min, binning 4 x 4) moyennées par le logiciel et une photographie en niveau de gris 

(100 ms). 

 

 

3.4.8.3. Imagerie de fluorescence par réflexion (FRI) 

 

L’imagerie de fluorescence de la protéine mPlum est réalisée à l’aide d’un filtre 

d’excitation à 590 nm +/- 20 nm et d’un filtre d’émission à 680 nm +/- 30 nm. Pour la 

fluorescence de l’EmGFP, le filtre d’excitation à 470 nm +/- 10 nm et le filtre d’émission à 
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520 nm +/- 10 nm ont été utilisés. L’acquisition (1 s, intensité de la lampe 100%, binning 1 x 

1) est suivie d’une photographie en niveau de gris (100 ms). 

  

 

3.4.9. Euthanasie 

  

Les souris, préalablement anesthésiées, ont été euthanasiées par dislocation cervicale.  
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4. Résultats 
 

 

Les 4 premières parties de ce chapitre concernent le projet principal de la thèse qui 

ambitionne de contrôler dans le temps et dans l’espace l’inhibition génique en utilisant les 

miARN. Nous avons souhaité élaborer un système dans lequel la biogénèse d’un miARN 

synthétique pourrait être déclenchée à la demande en utilisant le promoteur thermo-inductible 

Hsp70B. Pour mettre en évidence la faisabilité du projet, nous avons choisi de cibler la 

surexpression d’un gène d’imagerie. Ce gène code pour l’enzyme bioluminescente Luciférase 

firefly (LucF). 

 

 

4.1. Etude de l’inhibition d’un miARN synthétique sur l’expression 

du gène cible in vitro 

 

 

 Cette première partie est consacrée au choix et à l’étude de l’efficacité d’un miARN 

artificiel nommé miRLuc ciblant spécifiquement la LucF et d’un miARN contrôle nommé 

miRneg. Dans cette première partie les miARN synthétiques seront exprimés de façon 

constitutive. Leur efficacité sera évaluée successivement in vitro par transfection transitoire, 

puis sur des lignées cellulaires transformées stables et enfin in vivo par électroporation intra-

tumorale. Nous validerons également le choix d’un gène de normalisation et nous justifierons 

le choix d’un promoteur pour contrôler l’expression du gène cible.  

 

 

4.1.1. Choix des miARN et de la stratégie 

 

 Afin d’obtenir une inhibition optimale de l’expression de la LucF choisie comme 

cible, nous souhaitions utiliser un miARN synthétique parfaitement complémentaire d’une 

séquence cible de l’ARNm de la LucF. En effet, puisque le projet ambitionne d’une part une 

stratégie in vivo et d’autre part une induction transitoire, il était primordial d’utiliser un 

miARN performant ayant un effet inhibiteur maximal afin de visualiser au mieux l’effet 

désiré. Dans cette optique, nous avons choisi d’utiliser certains composants du système 

BLOCK-iT
TM

 Pol II miR RNAi Expression Vector (Invitrogen).  

 

Le système BLOCK-iT
TM

 (Figure 24) utilise un plasmide, nommé pcDNA6.2-GW 

EmGFP-miR, qui permet une expression co-cistronique de la protéine fluorescente EmGFP et 

de la séquence du pri-miARN d’intérêt. Ce système utilise la voie endogène de biogénèse des 

miARN. La transcription du pri-miARN présent dans le transcrit est réalisée par l’ARN 

polymérase II. La RNase de type III Drosha reconnaît des régions spécifiques en 5’ et en 3’ 

du pri-miARN et, après clivage, génère le pré-miARN. Ce précurseur est exporté dans le 

cytoplasme par l’exportine 5 où il est clivé par Dicer pour former le duplex miARN / 

miARN*. Le brin de ce duplex impliqué dans l’hybridation avec l’ARNm cible est appelé 

miARN mature et va être assemblé dans un complexe RNP : le miRISC. 
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Figure 24 : Schématisation du système BLOCK-iT
TM

 Pol II miR RNAi Expression Vector 

(Invitrogen) 

L’ARN polymérase II dans le noyau de la cellule permet la transcription du plasmide 

pcDNA6.2-GW EmGFP-miR en un ARNm polycistronique contenant la séquence codante pour 

l’EmGFP suivie de la (ou des) séquence(s) du pri-miARN. L’étape de clivage par Drosha 

permet d’obtenir le pré-miARN qui sera exporté dans le cytoplasme par l’exportine 5 (Xpo-5). 

Le pré-miARN est ensuite pris en charge par Dicer qui permet l’obtention du duplex double 

brin. Le miARN mature présent au sein du complexe RISC permet la reconnaissance de 

l’ARNm cible. Cette étape permet l’inhibition au niveau post-transcriptionnel de l’expression 

du gène cible. 

 

 

Outre le plasmide parfaitement adapté à notre projet, puisqu’il permet l’expression de 

l’EmGFP et la biogénèse de plusieurs miARN, le système BLOCK-iT
TM

 propose également 

le plasmide pcDNA6.2-GW EmGFP-miRLuc. Ce plasmide contient la séquence d’un pri-

miARN permettant d’obtenir un miARN mature spécifique de l’ARNm de la LucF. Ce 

miARN appelé miRLuc est constitué de 21 nucléotides parfaitement complémentaires à une 

séquence cible située dans la région codante de l’ARNm de la LucF (Figure 25). Afin de 

s’affranchir de l’étape de design du miARN, nous avons choisi le miRLuc du système 

BLOCK-iT
TM

 pour notre projet. Enfin, ce système contient un plasmide contrôle, qui 

comporte une séquence dite négative (ou pri-miRneg) car le miRneg mature ne cible ni 

l’ARNm de la LucF ni aucun gène connu chez les vertébrés.  
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Figure 25 : Début de la séquence codante pour la LucF et site d’hybridation du miRLuc 

mature 

Le miRLuc (en bleu) de 21 nucléotides s’hybride de façon parfaitement complémentaire sur la 

séquence cible (en rouge) allant des nucléotides 200 à 220 de la région condante pour la 

LucF. 

 

 

Ce système permet d’insérer plusieurs pri-miARN dans le même transcrit afin 

d’optimiser l’inhibition souhaitée ou d’inhiber plusieurs gènes. A partir du système BLOCK-

iT
TM

, nous avons généré le plasmide pcDNA6.2-GW EmGFP-4*miRLuc contenant 4 

séquences consécutives du pri-miRLuc et le plasmide pcDNA6.2-GW EmGFP-4*miRneg 

modifié pour contenir 4 copies du pri-miRneg (T. Bai, stage de master 2). Des tests in vitro 

préalables ne montrent pas de différence d’efficacité entre les plasmides monocopies et 

multicopies, néanmoins, pour ce projet, nous avons retenu les plasmides contenant 4 copies 

des cassettes du miRLuc ou du miRneg (Tableau 16). 

 

 

 
 

Tableau 16 : Plasmides utilisés contenant 4 copies des miARN 

Les plasmides pcDNA6.2-GW EmGFP-4*miRLuc nommé pCMV-miRLuc et pcDNA6.2-GW 

EmGFP-4*miRneg nommé pCMV-miRneg, sont des plasmides multicopies contenant 4 

séquences de chaque pri-miARN exprimés de façon co-cistronique avec la protéine 

fluorescente EmGFP sous le contrôle du promoteur CMV. Les séquences des pré-miARN (68 

nucléotides) sont soulignées en noir et les séquences correspondantes aux miARN matures 

(21 nucléotides) sont indiquées en rouge. 
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4.1.2. Effet du miRLuc sur l’activité de la LucR in vitro 

 

 Le gène codant pour la Luciférase Renilla (LucR) est un gène rapporteur 

bioluminescent qui sera utilisé pour normaliser les résultats dans les expériences de 

transfections transitoires et pour témoigner de l’efficacité de l’hyperthermie dans les 

expériences in vitro et in vivo utilisant le promoteur thermo-inductible Hsp70B. Il est donc 

primordial de s’assurer que le miRLuc n’a aucun effet sur l’activité de la LucR. Pour cela, des 

co-transfections transitoires ont été réalisées avec le gène de la LucR en présence du miRLuc 

ou du miRneg. 

Les cellules U87 MG ont été transfectées (10 000 cellules) simultanément avec, en quantité 

égale, le plasmide pcDNA5/FRT/CAG/LucR qui assure l’expression constitutive de la LucR 

et avec, soit le plasmide pCMV-miRLuc qui permet la synthèse de 4 miRLuc matures, soit le 

plasmide pCMV-miRneg qui permet la synthèse de 4 miRneg. L’activité de la LucR est 

mesurée 48h après la transfection au luminomètre à l’aide du kit Dual-Luciferase® Reporter 

Assay System (Promega) (Figure 26).  

 

 

 
 

Figure 26 : Effet du miRLuc sur l’activité de la LucR 

Les co-transfections transitoires (n = 6) ont été réalisées à raison de 250 ng d’ADN total / 

puits 48h après l’ensemencement de 10 000 cellules / puits. L’activité de la LucR (RLU) a été 

déterminée au luminomètre sur 10 000 cellules 48h après les transfections grâce au kit Dual-

Luciferase®. En bleu nommé miRLuc, est représentée l’activité de la LucR mesurée après co-

transfection de pcDNA5/FRT/CAG/LucR et pCMV-miRLuc dans la lignée U87 MG et en gris 

nommé miRneg, la co-transfection de pcDNA5/FRT/CAG/LucR et pCMV-miRneg. 

  

 

L’activité de la LucR résultante ne montre aucune différence entre les 2 conditions 

expérimentales. Si le miRLuc influence l’activité de la LucR, son effet est identique à celui du 

miRneg. Le gène rapporteur de la LucR pourra donc être utilisé in vitro pour la normalisation 

des résultats en tant que gène rapportant de l’efficacité de transfection. Ultérieurement, 

lorsqu’il sera placé sous le contrôle du promoteur Hsp70B, il pourra être utilisé comme 

témoin de l’activation du promoteur par hyperthermie. 
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4.1.3. Action inhibitrice du miRLuc in vitro en fonction du niveau 

d’expression de la cible 

 

Afin de déterminer les conditions expérimentales permettant une visualisation 

optimale de l’inhibition de la LucF in vivo par imagerie, nous avons testé l’efficacité 

d’inhibition par le miRLuc en fonction du niveau d’expression de la cible. Pour cela, nous 

avons placé la LucF sous le contrôle transcriptionnel de 2 promoteurs constitutifs différents : 

CMV, un promoteur fort et EFIα tronqué, un promoteur modéré. Nous avons comparé le 

niveau d’expression et le pourcentage d’inhibition par le miRLuc. Ces expérimentations ont 

été réalisées grâce à des triples transfections transitoires. 

 

Construction des vecteurs 

 

Le vecteur pcDNA5-FRT-CMV-LucF a été construit à partir du vecteur pcDNA5-FRT 

qui permet l’intégration par recombinaison homologue au site FRT (Invitrogen) par insertion 

de l’ADNc de la LucF et de son promoteur CMV issu du vecteur pGL-3 basic (Promega). Le 

vecteur pcDNA5-FRT-EFIα-LucF a été obtenu en remplaçant le promoteur CMV du vecteur 

pcDNA5-FRT-CMV-LucF par le promoteur EFIα issu du vecteur pTRIPdeltaU3-EFIα-GFP 

(don du Prof. F. Moreau-Gaudry, Bordeaux). Le vecteur pcDNA5/FRT/CAG/LucR contient la 

séquence du gène de la LucR sous le contrôle du promoteur constitutif CAG (collection du 

laboratoire). 

 

Triples transfections transitoires 

 

Les triples transfections transitoires ont été réalisées 48h après l’ensemencement de 

25 000 cellules U87 MG / puits. Les 3 plasmides (250 ng d’ADN total / puits), en quantité 

égale, ont été transfectés avec le transfectant transfast (Promega). Les activités respectives de 

la LucF et de la LucR (en RLU) ont été déterminées au luminomètre 48h après les 

transfections grâce au kit Dual-Luciferase®. 

Les triples transfections avec les plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF ou pcDNA5-FRT-

EFIα-LucF, pcDNA5/FRT/CAG/LucR et pCMV-miRLuc (Figure 27) ou pCMV-miRneg en 

égale quantité ont été effectuées. 
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Figure 27 : Schématisation du protocole d’évaluation de l’effet inhibiteur du miRLuc sur 

l’activité de la LucF par triple transfection 

Après transcription des 3 plasmides dans la cellule, le miRLuc mature s’hybride 

spécifiquement sur l’ARNm de la LucF et provoque ainsi une inhibition de la traduction. La 

mesure de l’activité de la LucR permet la normalisation des résultats. 

 

 

 

 
 

Figure 28 : Inhibition de l’activité de la LucF par le miRLuc par triples transfections 

transitoires 

La LucF est placée soit A. sous le contrôle du promoteur CMV (pcDNA5-FRT-CMV-LucF) 

soit B. sous le contrôle du promoteur EFIα tronqué (pcDNA5-FRT-EFIα-LucF). 

Les histogrammes en bleu nommés miRLuc représentent la triple transfection associant le 

vecteur pCMV-miRLuc et les histogrammes en gris nommés miRneg représentent la triple 

transfection associant le vecteur pCMV-miRneg. Les résultats sont normalisés par rapport à 

l’activité de la LucR (pcDNA5/FRT/CAG/LucR) témoignant de l’efficacité de transfection, n = 

6, (Student t test, p<0,01). 

 

  

 Les valeurs obtenues ont été normalisées par rapport à l’activité de la LucR selon les 

formules suivantes : (activité de la LucF / activité de la LucR) x 1 000 (Figure 28 A.) et 
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(activité de la LucF / activité de la LucR) x 10 000 (Figure 28 B.). La Figure 28 permet de 

visualiser l’expression de la LucF (relatée par l’activité de l’enzyme) en fonction de 

l’efficacité de transfection.  

Les résultats indiquent une différence d’expression de la LucF lors de l’utilisation du 

promoteur fort CMV ou du promoteur modéré EFIα tronqué. Le promoteur CMV permet une 

expression de la LucF 10 fois plus importante que lorsque celle-ci est contrôlée par le 

promoteur EFIα tronqué.  

La comparaison des transfections réalisées avec le miRneg ou avec le miRLuc permet 

de calculer le pourcentage d’inhibition de l’expression de la LucF. Cette inhibition s’avère 

être de l’ordre de 85% quelque soit le promoteur contrôlant l’expression de la LucF.   

  

 En conclusion, le miRLuc choisi permet une inhibition intense de l’activité de la LucF 

par comparaison avec l’effet du miRneg. Bien que les niveaux d’expression de la LucF 

diffèrent d’un facteur 10 suivant le promoteur utilisé, l’inhibition est de l’ordre de 85% dans 

les 2 cas. L’inhibition par le miRLuc est donc identique quelque soit le niveau d’expression 

de la cible. Cependant, il persiste toujours une activité résiduelle qui échappe à l’inhibition 

par le miRLuc. 

 

 

4.1.4. Activités des promoteurs CMV et EFIα in vivo. 

  

 L’expression de la LucF est déterminée par imagerie de bioluminescence. La réaction 

catalysée par l’enzyme nécessite l’administration d’un substrat : la luciférine. In vivo, il existe 

plusieurs méthodes d’injection du substrat qui peuvent être réalisées en intra-péritonéale (IP), 

en sous-cutanée, en intra-tumorale ou en intra-veineuse suivant les expérimentations. Selon la 

voie d’administration, la cinétique de l’activité de la LucF, après injection du substrat, diffère. 

La Figure 29 présente cette cinétique obtenue par le laboratoire. 
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Figure 29 : Cinétique de l’activité de la LucF après administration du substrat luciférine in 

vivo 

(d’après R. Deckers, B. Quesson, C. Rome, F. Couillaud, C.T.W. Moonen) 

La cinétique a été déterminée sur des souris transgéniques NLF1 comportant le transgène 

LucF sous le contrôle du promoteur murin Hspa1b, promoteur thermo-sensible des Heat 

Shock Protein de 70 kDa (HSP). L’intensité du signal (SI) de l’activité de la LucF a été 

mesuré à la caméra CCD 6h après activation thermique (45°C ; 8 min) et suivant une 

cinétique après une injection intra-péritonéale (IP), sous-cutanée (SC) ou intra-veineuse (IV) 

du substrat D-luciférine (Promega, 3 mg, 100 µL PBS). 

 

 

La Figure 29 montre que dans les conditions expérimentales du laboratoire, l’activité 

de la LucF est détectée à son maximum 10 min après l’injection du substrat en IP puis décroît 

rapidement. Pour l’imagerie de la LucF de toutes les expérimentations présentées dans ce 

manuscrit, le substrat D-Luciférine (Promega, 3 mg, 100 µL PBS) est injecté en IP sur souris 

vigile. Les souris sont anesthésiées 7 min après l’injection de la luciférine puis placées sous la 

caméra. La séquence d’acquisition de bioluminescence est déclenchée à t = 10 min après 

l’injection du substrat. 

 

 

Afin de déterminer quel promoteur, entre CMV et EF1α tronqué, est le plus favorable 

à l’expression de la LucF pour les expérimentations in vivo, nous avons testé leur 

fonctionnalité par éléctroporation (EP) chez la souris. En effet, le choix du promoteur est 

déterminant pour la visualisation de l’expression du gène rapporteur en imagerie optique de 

bioluminescence.  

Pour cela, les plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF (5 µg / 20 µL PBS) et pcDNA5-FRT- 

EFIα-LucF (5 µg / 20 µL PBS) ont été électroporés en intra-dermique dans les pattes de souris 

C57BL/6 (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). 
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Figure 30 : Expression de la LucF après électroporation en intra-dermique in vivo 

L’injection de 5 µg de plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF est réalisée en intra-dermique sur 

la patte arrière droite d’une souris C57BL/6 préalablement rasée (n = 5). Vingt-quatre 

heures après l’électroporation (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15), une injection de 

luciférine en IP permet de visualiser l’expression de la LucF par BLI (vue dorsale). L’échelle 

de pseudo-couleur indique le nombre de coups/s/pixel. 

 

 

 Les résultats (Figure 30) obtenus après l’EP en intra-dermique du plasmide pcDNA5-

FRT-CMV-LucF présentent la faisabilité d’électroporer un plasmide codant pour une enzyme 

bioluminescente. Un signal de BLI est détecté 24h après l’EP.  

A l’inverse, aucun signal de BLI n’a été mesuré après l’EP du plasmide pcDNA5-FRT-

EFIα-LucF suivant les mêmes conditions (résultats non présentés, n = 4).  

 In vivo, seul le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF permet la détection par BLI de 

l’expression de la LucF. Pour la suite des expérimentations, le promoteur CMV sera donc 

utilisé pour contrôler l’expression du gène rapporteur LucF. 

 

 

4.1.5. Action inhibitrice du miRLuc dans une lignée stable 

 

 Lors des triples transfections transitoires (Cf. 4.1.3.), les plasmides codants pour le 

gène cible et ceux contenant les séquences des miARN synthétiques sont introduits 

simultanément dans la cellule. De ce fait, l’expression de la cible LucF et la biogénèse du 

miRLuc sont probablement simultanées. Cette situation est relativement différente d’une 

situation physiologique ou pathologique où la plupart du temps le gène cible est déjà exprimé 

ou surexprimé dans les cellules. Dans l’optique de se rapprocher au mieux d’un contexte 

physiologique, il est primordial de mesurer l’inhibition par le miRLuc lorsque le gène cible a 

une expression stable et constitutive dans la cellule. Pour cela, nous avons testé l’inhibition de 

l’activité LucF par le miRLuc dans une lignée exprimant la LucF de manière constitutive 

(Figure 31).  
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Génération des lignées 

 

La lignée U87 CMV-LucF a été obtenue par recombinaison homologue au site FRT du 

plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF dans la lignée monoclonale U87 FRT-7. La transfection 

stable aléatoire du plasmide pcDNA6.2-CMV-LucR (collection du laboratoire) dans la lignée 

U87 CMV-LucF préalablement générée, a permis l’obtention de la lignée U87 CMV-

LucF/CMV-LucR. 

 

Transfection transitoire  

 

Les cellules U87 CMV-LucF/CMV-LucR ont été ensemencées à raison de 25 000 

cellules / puits. Les transfections transitoires (Figure 31) ont été réalisées 48h après avec le 

plasmide pCMV-miRLuc ou le pCMV-miRneg (250 ng d’ADN total / puits). L’activité de la 

LucF a été déterminée au luminomètre 48h après les transfections. L’efficacité de l’inhibition 

de l’expression de la LucF (Figure 32) a été déterminée après lyse des cellules et mesure au 

luminomètre. Un puits contrôle permet de déterminer l’expression de la LucF dans les cellules 

U87 CMV-LucF/CMV-LucR en absence de transfection. 

 

 

 

 
 

 

Figure 31 : Représentation schématique de l’inhibition par transfection transitoire du 

plasmide pCMV-miRLuc dans la cellule U87 qui exprime de façon constitutive la LucF 

Les cellules U87 CMV-LucF/CMV-LucR dans lesquelles l’activité de la LucF est constitutive 

sont transfectées avec le plasmide pCMV-miRLuc. Ainsi, grâce à la voie endogène de 

biosynthèse des miARN, le miRLuc mature est obtenu dans le cytoplasme. Le phénomène 

d’ARNi se met donc en place aboutissant à une inhibition de l’expression de la LucF de façon 

post-transcriptionnelle. 
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Figure 32 : Efficacité de l’inhibition par le miRLuc dans la lignée U87 CMV-LucF/CMV-

LucR 

L’activité de la LucF (RLU) a été déterminée au luminomètre 48h après la transfection grâce 

au kit Dual-Luciferase®. En bleu est représentée la transfection de pCMV-miRLuc, en gris la 

transfection de pCMV-miRneg et en noir nommée NT est représentée l’activité de la LucF 

dans les cellules U87 CMV-LucF/CMV-LucR non transfectées (Student t test, ** : p<0,01). 

 

 

 La Figure 32 indique que l’activité de la LucF des cellules non transfectées n’est pas 

différente de celles transfectées avec le pCMV-miRneg. Ce résultat témoigne de l’innocuité 

du miRneg vis-à-vis de l’ARNm de la LucF.  

Dans le cas de la transfection avec le plasmide pCMV-miRLuc, nous observons, 

comme précédemment, une inhibition de l’expression de la LucF par le miRLuc. Cette 

inhibition est de 37,2% dans ce contexte, elle est très inférieure aux inhibitions obtenues lors 

des expériences de co-transfections simultanées. Ce résultat peut s’expliquer par le fait qu’une 

expression stable et constitutive de la LucF est probablement associée à la présence constante 

d’une quantité importante d’ARNm de la LucF dans la cellule. Ce pool d’ARN constitue 

autant de cibles pour le miRLuc introduit dans la cellule au moment de la transfection. 

L’inhibition réduite de 37,2% semble néanmoins compatible avec la poursuite de notre projet 

d’étude in vivo. 

 

 

4.1.6. Effet du miRLuc après électroporation intra-tumorale in vivo 

 

 Pour finir, nous avons souhaité tester in vivo le potentiel inhibiteur du miRLuc sous le 

contrôle du promoteur CMV en électroporant le plasmide pCMV-miRLuc dans des tumeurs 

exprimant la LucF de façon constitutive.  

Des cellules U87 CMV-LucF ont été injectées en sous-cutané sur les deux pattes arrière de 

souris immunodéficientes NOG. Après environ 4 semaines de pousse tumorale, les tumeurs 

de la patte droite ont été électroporées avec le plasmide pCMV-miRLuc. L’efficacité de l’EP 

intra-tumorale est réduite (Golzio et al., 2007) d’une part à cause de l’hétérogénéité tumorale, 

d’autre part à cause de la faible diffusion de l’ADN injecté localement dans la tumeur. Pour 

pallier à ce problème, nous avons procédé à 4 injections de 5 µg d’ADN / 10 µL PBS à 

différents endroits de la tumeur. Les injections sont suivies d’impulsions électriques 

appropriées au tissu (Tableau 15).  
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Comme témoin négatif, la tumeur U87 CMV-LucF de la patte gauche a subi une EP suivant 

les paramètres identiques à l’EP effectuée sur la patte droite mais sans injection d’ADN. La 

cinétique d’expression de la LucF est suivie par BLI 24h et 46h après l’EP (Figure 33). 

Parallèlement au suivi par BLI, le volume tumoral a été mesuré au pied à coulisse (Figure 

34). 

 

 

 
 

Figure 33 : Suivi par BLI de l’effet de l’EP du miRLuc dans des tumeurs U87 exprimant la 

LucF 

Pour les 2 souris, les injections de 5 µg de plasmide pCMV-miRLuc sont réalisées en intra-

tumoral à 4 reprises consécutives et à différents endroits dans les tumeurs U87 CMV-LucF 

sur la patte droite des souris NOG préalablement rasées. L’EP (600 V / cm ; 5 ms ; 1 Hz ; 

Tableau 15) est effectuée sur les 2 pattes. Après injection de la luciférine en IP, l’expression 

de la LucF est suivie par BLI (vue dorsale) avant (A et D), 24h (B et E) et 46h (C et F) après 

l’EP. L’échelle de pseudo-couleur indique le nombre de coups/s/pixel. 

  

 

Les résultats (Figure 33) présentent le suivi par BLI avant et après l’EP réalisée sur 

chacune des tumeurs U87 CMV-LucF. Le signal de bioluminescence de la tumeur de la patte 

gauche augmente graduellement en fonction de la croissance tumorale. A l’inverse, du côté 

droit, après l’EP du plasmide comprenant la séquence du miRLuc, nous constatons une 

diminution de la bioluminescence. La diminution du signal intervient 24h après l’EP (Figure 

33 B et E) par rapport aux signaux avant l’EP (Figure 33 A et D) pour les deux souris.  

Pour la quantification du signal, une ROI (region of interest) automatique par seuillage 

a été effectuée grâce au logiciel IndiGO 2
®
. La diminution des signaux est de l’ordre de 20% 

pour la souris 1 et de 10% pour la souris 2 à 24h après l’EP du miRLuc par rapport aux 

signaux mesurés avant l’EP.  

Une ré-augmentation du signal est détectée à 46h pour la tumeur droite de chacune des 

deux souris (Figure 33 C et F). Cette ré-augmentation est probablement due à l’élimination 

du plasmide pCMV-miRLuc au cours du temps et donc à l’arrêt de la biogénèse du miRLuc.  
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Parallèlement aux images de BLI, l’évolution du volume tumoral des tumeurs des 

pattes droites a été déterminée au pied à coulisse.  

 

 

 
 

Figure 34 : Suivi du volume des tumeurs des pattes droites des souris 1 et 2 avant et après 

EP 

Le volume tumoral est calculé d’après la formule de Feldman après la mesure, au pied à 

coulisse, des tumeurs des pattes droites des souris 1 et 2 avant, 24h et 46h après l’EP du 

plasmide pCMV-miRLuc. Le volume est représenté en mm
3
. 

 

 

La Figure 34 indique qu’après l’EP, la taille des tumeurs augmente de façon 

croissante. La diminution du signal observée, 24h après l’EP du miRLuc, n’est donc pas due à 

une diminution du volume tumoral mais bien à une diminution de l’activité de la LucF. De 

plus, la comparaison avec les signaux détectés pour la tumeur contrôle nous permet de 

conclure quant à l’action inhibitrice probable du miRLuc sur l’ARNm de la LucF. Il est 

toutefois envisagé de poursuivre ces expérimentations préliminaires sur un plus grand nombre 

d’animaux mais également d’injecter et électroporer une suspension contenant le plasmide 

comprenant la cassette d’expression du miRneg dans la tumeur contrôle. 

 

Nous avions envisagé d’évaluer l’efficacité de l’EP en suivant l’expression de 

l’EmGFP exprimée de façon co-cistronique à la biogénèse du miRLuc. L’auto-fluorescence 

des tissus et les caractéristiques spectrales de l’EmGFP, peu favorables à l’imagerie in vivo, 

n’ont pas permis sa détection in vivo. Le problème sera abordé dans le chapitre 4.4.2. et résolu 

en utilisant la protéine fluorescente mPlum facilement visualisable par FRI sur le même 

imageur optique.  

 

 

Dans ce chapitre, nous avons montré que l’expression constitutive du miRLuc à partir 

du vecteur plasmidique pCMV-miRLuc est efficace pour inhiber l’activité de la LucF in vitro. 

Nous avons également démontré l’innocuité du miRLuc sur l’expression du gène rapporteur 

de la LucR qui pourra donc être utilisé comme rapporteur de l’activation thermique. Nous 

avons également établi l’innocuité du miRneg sur les activités des enzymes LucF et LucR. 

Enfin, nous avons vérifié la fonctionnalité du système in vivo sur des tumeurs U87 exprimant 

la LucF portées par des souris immunodéficientes. 
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4.2. Induction de l’inhibition de l’expression d’un gène d’imagerie par 

activation d’un promoteur thermo-inductible  

 

 

L’objectif de cette deuxième partie est de déterminer la possibilité de déclencher 

l’inhibition génique en plaçant le miRLuc sous le contrôle d’un promoteur inductible. Nous 

avons choisi d’utiliser le promoteur thermo-inductible Hsp70B pour ses caractéristiques. Ce 

promoteur activé possède une forte activité et son activation est transitoire. Il est activable à la 

demande grâce à divers stimuli et en particulier par un choc thermique. L’étude de ce 

promoteur a été effectuée au laboratoire, notamment pour des applications précliniques où 

l’activation thermique a été réalisée au moyen d’ultrasons focalisés guidés par IRM de 

température. Cette méthode présente l’avantage d’être locale, non invasive, elle permet 

d’atteindre les organes profonds et offre de réelles perspectives cliniques. Pour le projet de 

thèse, le choc thermique a été réalisé par de l’eau chauffée, méthode plus adéquate à notre 

étude de faisabilité. Ce chapitre fait l’état des lieux concernant la caractérisation du promoteur 

Hsp70B, après une activation réalisée au bain-marie, in vitro et in vivo et présente une étude 

in vitro de son utilisation pour contrôler la synthèse de miARN. 

 

 

4.2.1. Caractérisation du promoteur Hsp70B 

 

L’activation du promoteur Hsp70B est fonction de la dose thermique, c’est-à-dire 

qu’elle dépend de la température et du temps de chauffage. Pour des températures comprises 

entre 43°C et 46°C, l’activation du promoteur in vitro et in vivo peut être modélisée et suit la 

loi d’Arrhénius (Deckers et al., 2012). Les paramètres d’activation varient également en 

fonction du type cellulaire ou des tissus. Afin d’activer le promoteur Hsp70B dans notre 

modèle, nous avons vérifié sa réponse à la dose thermique en mesurant l’expression de la 

LucF placée sous son contrôle transcriptionnel. L’activation du promoteur Hsp70 est 

transitoire de même que l’expression de la LucF. Le maximum d’expression de la LucF est 

détecté 6h après le choc thermique (Eker et al., 2011; Deckers et al., 2012). 

Afin de déterminer la dose thermique la plus adaptée pour activer le promoteur 

Hsp70B, la lignée cellulaire U87 Hsp-LucF (collection du laboratoire) a été utilisée. Le choc 

thermique a été effectué au bain-marie pendant 8 min à différentes températures (43°C, 44°C 

et 45°C) et l’activité de la LucF, reflétant l’activation du promoteur, a été mesurée au 

luminomètre après lyse des cellules 6h après l’activation thermique (Figure 35).  
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Figure 35 : Activation du promoteur Hsp70B à différentes températures 

Mesures de l’activité de la LucF 6h après activation du promoteur Hsp70B dans la lignée 

U87 Hsp-LucF après différentes températures d’activation thermique. L’hyperthermie est 

réalisée au bain-marie pendant 8 min et l’activité du gène rapporteur (gène de la LucF) est 

mesurée au luminomètre après lyse des cellules en utilisant le kit Luciferase Assay System 

(Promega). 

 

 

 Les résultats de la Figure 35 montrent à 37°C une activité basale très faible, inférieure 

à 500 RLU. L’activité de la LucF augmente avec la température et elle est maximale à 45°C. 

Cette condition d’activation (45°C ; 8 min) a été retenue pour la suite de ce travail. 

 

 

4.2.2. Obtention de lignées U87 exprimant le miRLuc sous le contrôle 

du promoteur Hsp70B 

 

 

Construction des vecteurs  

 

Le plasmide pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-EmGFP 4*miRLuc a été obtenu suivant 3 

étapes. Le gène de la LucR a été excisé du vecteur pRL-CMV (Promega) pour être intégré à la 

place de celui de la LucF dans le vecteur pcDNA5-FRT-Hsp-LucF (collection du laboratoire) 

pour générer le plasmide pcDNA5-FRT-Hsp-LucR. La cassette Hsp-LucR de ce plasmide a 

été intégrée en amont du promoteur Hsp70B dans le vecteur pEF5-FRT-Hsp-BMP7 

(collection du laboratoire) pour générer le plasmide pEF5-FRT-Hsp-LucR-Hsp-BMP7. Puis, 

la cassette Hsp-LucR-Hsp a été excisée de ce plasmide pour être intégrée dans le vecteur 

pcDNA6.2-GW EmGFP 4*miRLuc à la place du promoteur CMV. Ainsi, la cassette EmGFP 

4*miRLuc se trouve désormais sous le contrôle du promoteur Hsp70B (Tableau 17). 

Le vecteur pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-EmGFP 4*miRneg a été construit selon la même 

stratégie. 
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Tableau 17 : Plasmides contenant 4 copies du miARN sous le contrôle du promoteur 

Hsp70B 

Les plasmides pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-EmGFP 4*miRLuc, nommé pHsp-miRLuc et 

pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-EmGFP-EmGFP 4*miRneg nommé pHsp-miRneg sont des 

plasmides multicopies contenant 4 séquences de chaque pri-miARN exprimés de façon co-

cistronique avec la protéine fluorescente EmGFP sous le contrôle du promoteur Hsp70B. 

 

 

Génération des lignées 

 

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont été générées par transfection stable et aléatoire 

des plasmides pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-EmGFP 4*miRLuc et pcDNA6.2-Hsp-LucR-Hsp-

EmGFP 4*miRneg dans les lignées U87 CMV-LucF.  

 

Caractérisation des lignées 

 

Les lignées ainsi générées comportent le gène de la LucF sous le contrôle du 

promoteur CMV au site unique de recombinaison homologue FRT. Nous avons donc souhaité 

vérifier si l’expression de la LucF est similaire pour ces 2 lignées. 

La cinétique d’activité de la LucF a été déterminée pour les lignées U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRneg 48h après leur ensemencement. 
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Figure 36 : Cinétique de l’activité de la LucF 

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc (en bleu) et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (en gris) ont été ensemencées à raison de 15 000 

cellules / puits. L’activité de la LucF a été déterminée au luminomètre 48h (J0) après la mise 

en plaque en utilisant le kit Dual-Luciferase® et suivant une cinétique (en jours), n = 3. 

 

 

Les résultats de la Figure 36 révèlent que l’activité de la LucF augmente au cours du 

temps pour les 2 lignées. Cette augmentation est le reflet des divisions cellulaires successives. 

Pour les 2 lignées, la cinétique de l’activité de la LucF suit le même profil. Ainsi, elles 

pourront être utilisées pour déterminer l’inhibition de l’expression de la LucF par le miRLuc. 

L’inhibition sera déterminée par comparaison du profil de l’activité de la LucF pour les 2 

lignées après activation thermique qui permet de déclencher la biogénèse des miARN 

synthétiques. Cette méthode permet de s’affranchir de l’impact que pourrait avoir 

l’hyperthermie sur les cellules puisque les 2 lignées comparées seront activées thermiquement 

suivant les mêmes conditions expérimentales. 

 

 

4.2.3. Visualisation de l’expression constitutive de la LucR in vivo 

 

Dans les lignées cellulaires générées, le gène de la LucR a été choisi comme 

rapporteur afin de rendre compte de l’activation du promoteur thermo-sensible. La LucR est 

une enzyme bioluminescente dont le substrat est la coelenterazine. La réaction enzymatique 

produit des photons qui peuvent être détectés in vivo chez la souris par BLI. In vivo, la 

coelenterazine peut être substituée par un conjugué plus stable appelé ViviRen (Promega ; 

50,8 µg ; 100 µL PBS-0,1% (w/v) BSA) injecté en IP sur une souris vigile.  

Au laboratoire, nous ne disposions d’aucune expérience concernant la détection in vivo 

de cette réaction enzymatique, aussi, dans un premier temps nous avons entrepris d’optimiser 

sa détection.  

Nous avons utilisé une lignée de cellules U87 qui expriment la LucR et la LucF de 

façon constitutive nommée U87 CMV-LucF/CMV-LucR (Cf. 4.1.5.) pour générer des 

tumeurs sous-cutanées sur les 2 pattes de souris NOG. Puis, après administration du substrat, 

des acquisitions de bioluminescence ont été effectuées afin de déterminer la cinétique 

d’apparition du signal (Figure 37).  
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Figure 37 : Cinétique de détection de l’activité de la LucR par BLI après injection du 

ViviRen 

Le ViviRen (50,8 µg, 100 µL PBS-0,1% (w/v) BSA) est injecté en IP sur souris vigile. La 

visualisation de la bioluminescence de la LucR (vue dorsale) a été effectuée selon une 

cinétique continue de 10, 20, 30 et 45 min après l’injection du substrat. La quantification du 

signal est réalisée grâce à un seuillage automatique par le logiciel IndiGO 2
®

. Le graphique 

représente la quantification du signal de bioluminescence de la patte gauche (violet foncé) et 

de la patte droite (violet clair) d’une souris, n = 7. 

 

 

La Figure 37 indique qu’un signal produit par l’activité de la LucR est détectable in 

vivo par BLI dans des tumeurs sous-cutanées après injection du substrat ViviRen en IP. Ce 

signal est détecté à 10 min et persiste au moins 45 min après l’injection du substrat. Il atteint 

son maximum 20 min après l’injection du ViviRen. Il est à noter que le temps d’action du 

substrat pour l’obtention d’un maximum de bioluminescence est plus long que pour la LucF 

pour laquelle le signal de bioluminescence est optimal 10 min après l’injection de luciférine. 
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4.2.4. Expression de la LucR après activation d’Hsp70B 

 

Notre projet consiste à utiliser la LucR comme gène rapporteur de l’activation du 

promoteur Hsp70B in vivo. L’activation de ce promoteur par hyperthermie est transitoire, elle 

entraîne la transcription transitoire d’un ARNm et la traduction du gène rapporteur. La 

cinétique d’expression du gène dépend de la vitesse de traduction et de la demi-vie de la 

protéine. Lorsque la LucF est placée sous contrôle du promoteur Hsp70B, l’expression est 

maximale 6h après l’activation du promoteur (Deckers et al., 2012). Nous avons donc 

entrepris de déterminer la cinétique d’expression de la LucR après un choc thermique. 

Dans un souci pratique et du fait du coût élevé du substrat ViviRen, la cinétique 

d’expression de la LucR sous le contrôle du promoteur thermo-inductible a été réalisée in 

vitro. L’activité de la LucR a été mesurée au luminomètre après une activation thermique de 8 

min à 45°C des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (Cf 4.2.2) 

(Figure 38).   

 

 

 
 

Figure 38 : Activité de la LucR après activation thermique (8 min ; 45°C) 

Les cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont été placées 8 min à 45°C 

au bain-marie 48h après leur ensemencement. L’activité de la LucR (RLU) a été déterminée 

au luminomètre à différentes heures après l’hyperthermie grâce au kit Dual-Luciferase®.  

 

  

La Figure 38 présente le profil d’expression de la LucR in vitro après l’activation du 

promoteur Hsp70B par choc thermique. Nous avons également obtenu un profil similaire pour 

la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc. Comme la LucF, l’activité de 

la LucR est maximale à 6h après une hyperthermie de 8 min à 45°C. Le profil d’expression de 

la LucR reflète le caractère transitoire de l’activation du promoteur Hsp70B et l’expression du 

gène rapporteur décroît à 24h pour ensuite revenir à son niveau basal 46h après 

l’hyperthermie. 
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Nous avons alors entrepris de vérifier in vivo la détection, par BLI, du signal provoqué 

par la LucR sous le contrôle du promoteur Hsp70B. Pour cela, les lignées U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRneg (au même stade d’évolution de la culture ; le nombre de passages entre les 2 

lignées peut différer de +/- 1 passage) ont été utilisées pour générer des tumeurs sous-cutanées 

respectivement sur les pattes arrière gauches et droites des souris NOG. Après l’obtention de 

tumeurs, un choc thermique a été appliqué sur les pattes des souris en les plongeant pendant 8 

min dans une eau chauffée à 45°C. Cette procédure permet d’activer le promoteur Hsp70B 

(Deckers et al., 2012) et d’activer ainsi l’expression de l’enzyme LucR. Puis, 6h après 

l’hyperthermie, l’activité de la LucR a été mesurée par BLI, 20 min après l’injection de 

ViviRen en IP (Figure 39). 

 

 

 
 

Figure 39 : Détection de l’activité de la LucR après activation du promoteur Hsp70B 

Les souris présentent une tumeur U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc sur la 

patte gauche et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg sur la droite. 

L’acquisition (vue dorsale) est réalisée 20 min après l’injection de ViviRen (50,8 µg ; 100 µL 

PBS-0,1% (w/v) BSA) en IP. Les images A et B correspondent aux acquisitions réalisées (A) 

avant et (B) 6h après l’activation thermique au bain-marie 8 min à 45°C. 

 

 

Les résultats de la BLI indiquent l’absence d’une activité basale de la LucR (avant 

l’application du choc thermique) 20 min après l’injection du substrat ViviRen (Figure 39 A). 

Par contre, un signal est détecté dans les 2 tumeurs 6h après l’activation du promoteur 

Hsp70B (45°C ; 8 min) (Figure 39 B). De plus, ce signal est transitoire car il n’est plus 

détecté 24h après l’hyperthermie. 

Par comparaison avec la Figure 37, le signal BLI est plus faible, d’une part parce que 

les tumeurs sont plus petites, et d’autre part parce que la LucR est placée sous le contrôle du 

promoteur Hsp70B dont l’activation est transitoire. Néanmoins, notre projet d’utiliser 

l’expression de la LucR sous le contrôle du promoteur Hsp70B comme témoin de l’activation 

du promoteur est pertinent. L’expression de la LucR témoignera ainsi de l’efficacité de 

l’activation thermique. 
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4.2.5. Caractérisation in vitro de l’inhibition par le miRLuc sous le 

contrôle du promoteur Hsp70B  

 

 Les lignées générées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (Cf. 4.2.2) permettent l’étude de l’inhibition 

du miRLuc lorsque la biogénèse de celui-ci est contrôlée par le promoteur thermo-inductible. 

Pour cela, 48h après la mise en plaque des cellules, l’activation du promoteur Hsp70B a été 

réalisée au bain-marie à 45°C pendant 8 min suivant les conditions d’activation déterminées 

précédemment. La mesure de l’activité enzymatique de la LucF a été mesurée au luminomètre 

pour les 2 lignées. 

 

 

 
 

Figure 40 : Cinétique d’inhibition de l’activité de la LucF par le miRLuc 

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc (en bleu) et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (en gris) ont été ensemmencées à raison de 15 000 

cellules / puits. L’activation thermique a été réalisée, 48h après la mise en plaque, au bain-

marie à 45°C pendant 8 min. Après lyse des cellules, l’activité de la LucF (RLU) a été 

déterminée au luminomètre en utilisant le kit Dual-Luciferase® pour chaque lignée et suivant 

une cinétique, n = 2. 

 

 

 Etant donné que les expressions de la LucF et de la LucR, contrôlées par le promoteur 

Hsp70B, sont maximales 6h après le choc thermique, nous avons dans un premier temps 

réalisé l’étude de l’inhibition sur des temps précoces. Cependant, les résultats obtenus ne 

montraient pas d’inhibition de l’expression de la LucF. Cette constatation peut être explicable 

par le fait que la biogénèse des miARN et leur action sont probablement plus longues à ce 

mettre en place que l’expression des enzymes bioluminescentes. Aussi, des expérimentations 

similaires ont été renouvellées sur des temps plus longs. La Figure 40 présente la cinétique 

d’inhibition obtenue de l’activité de la LucF par le miRLuc à 30h et 40h après hyperthermie. 

Par comparaisons des 2 lignées, nous pouvons constater une inhibition de l’expression de la 

LucF de 19% et 22% respectivement pour ces deux temps. L’inhibition est relativement faible 
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ce qui nous a conduit à une phase d’optimisation de notre système afin d’améliorer 

l’inhibition de la LucF par le miRLuc. Les résultats concernant ces optimisations seront 

détaillés dans le paragraphe 4.3. En parallèle à ce travail, les expérimentations d’induction de 

l’inhibition ont été poursuivies in vivo.  

 

 

4.2.6. Inhibition de l’expression d’un gène d’imagerie in vivo 

 

L’étape suivante a consisté à étudier l’induction de l’expression des miARN in vivo.  

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (au même stade d’évolution de la culture ; le nombre de 

passages entre les 2 lignées peut différer de +/- 1 passage) ont donc été utilisées pour générer 

des tumeurs sous-cutanées sur les pattes de souris immunodéficientes (NOG). Pour une 

meilleure comparaison de la lignée contenant le miRLuc avec la lignée contrôle, ces deux 

lignées ont été implantées chacune sur une patte de la même souris. Les tumeurs contrôles 

U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont systématiquement été injectées sur 

les pattes droites des souris et les tumeurs U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc sur les pattes gauches. Une fois les tumeurs obtenues, les 2 pattes des souris ont 

été plongées dans un bain-marie (45°C ; 8 min) afin d’activer le promoteur Hsp70B contrôlant 

l’expression des miARN. 

 

Cinétique d’inhibition 

 

Les expérimentations ont été menées sur une cohorte de 37 souris NOG utilisées 

environ 4 semaines après l’injection des cellules. L’analyse des résultats est effectuée après 

quantification des signaux obtenus par seuillage automatique et en comparant les signaux BLI 

détectés avant et après l’hyperthermie. Les résultats obtenus pour lesquels une inhibition a pu 

être observée (n = 15) sont représentés dans le Tableau 18 et peuvent être classés selon 3 

profils. Les images de BLI d’une souris de chacun de ces profils sont présentées et détaillées 

dans les Figure 41, Figure 42 et Figure 43. 
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Tableau 18 : Cinétique et quantification des signaux BLI obtenus 

Les mesures sont exprimées en photons et obtenues par seuillage automatique. Les souris sont 

classées arbitrairement selon 3 profils nommés 24h, 46h et 72h qui tiennent compte du temps 

au bout duquel l’inhibition de l’expression de la LucF sur la tumeur U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc a été obtenue. 

 

 

Les résultats présentés dans le Tableau 18 représentent la quantification obtenue par 

seuillage automatique de chacune des 2 tumeurs sur chaque animal. Bien qu’hétérogènes, les 

résultats ont été classés arbitrairement selon 3 profils différents en tenant compte du temps 

post-activation thermique où une inhibition de la BLI a été mesurée.  

Le profil nommé 24h répertorie 6 souris. Nous constatons pour les tumeurs gauches 

(contenant la cassette d’expression du miRLuc) une diminution du signal de BLI 24h après 

l’hyperthermie suivie d’une une ré-augmentation. Concernant les tumeurs contrôles (cassette 

d’expression du miRneg), le signal BLI croit jusqu’à 46h, y compris 24h après le choc 

thermique. A noter le comportement atypique de la souris 2012-005, pour laquelle, le signal 

décroît légèrement dans la tumeur contrôle, 24h après l’activation thermique. Néanmoins, 

pour cette souris, le signal côté gauche (miRLuc) est plus fortement diminué (presque de 

moitié). Pour les souris 2012-086, 2012-087, 2012-090 et 2012-091, le signal de 

bioluminescence sature la caméra et n’a pas pu être quantifié, ils sont notés « saturation ». 

Ainsi, pour ces souris, l’analyse n’a pu être effectuée que de manière qualitative. En effet, la 

cinétique d’activité de la LucF après injection du substrat atteint son maximum 10 min après 

l’injection mais décroît rapidement (Figure 29), l’acquisition d’une nouvelle image avec un 

temps d’acquisition réduit n’a donc pas pu être envisagée. Des diminutions de signaux sur les 

tumeurs droites des souris 2012-087 et 2012-091 et sur les 2 tumeurs de la souris 2012-090 

ont été observées 1 semaine après l’hyperthermie. Ces diminutions sont probablement le 
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résultat de l’apparition de zones nécrotiques ou hypoxiques au cours du processus de 

croissance tumorale. 

 Le profil nommé 46h regroupe 7 souris. Pour ce groupe d’animaux nous constatons 

une augmentation du signal de BLI pour la tumeur gauche (contenant la cassette d’expression 

du miRLuc) 24h après l’induction de l’hyperthermie mais une diminution transitoire du signal 

est observable à 46h. Le signal ré-augmente ensuite du côté gauche à 72h ou à 1 semaine 

après l’activation thermique pour toutes les souris exceptée la souris 2012-042 pour laquelle 

le signal continu de décroître une semaine après le dépôt de chaleur. Pour les souris nommées 

2010-177, 2010-178 et 2012-039 nous observons une augmentation constante du signal BLI 

au cours du temps pour la tumeur contrôle. Cette augmentation est le résultat de 

l’augmentation du volume tumoral au cours de l’expérimentation. Cependant, le signal de la 

tumeur contrôle de la souris 2010-279 diminue à 46h. Ce résultat a toutefois été inclus dans ce 

profil étant donné la diminution bien plus conséquente mesurée sur la tumeur gauche que sur 

la tumeur contrôle. Enfin, les souris 2010-179, 2012-042 et 2012-038 présentent une 

inhibition de l’expression de la LucF non seulement sur la tumeur gauche mais également sur 

la tumeur droite lors de la comparaison des valeurs obtenues 24h et 46h après l’hyperthermie. 

Cependant, pour ces 3 souris un éventuel effet inhibiteur du miRLuc n’est détectable que si 

l’on compare le signal à 46h avec celui avant chauffage.  

 Le profil nommé 72h référence les résultats de BLI pour 2 souris. Pour les 2 animaux, 

le signal de la tumeur gauche (contenant la cassette d’expression du miRLuc) croît jusqu’à 

46h puis diminue à 72h. Le signal mesuré pour la tumeur droite augmente ou stagne au cours 

de la cinétique. 

De manière générale, les résultats obtenus concernant les 15 souris sont très 

hétérogènes et l’interprétation est complexe. Néanmoins, il semble que 3 profils d’inhibition 

prédominent, ces profils sont nommés 24h, 46h et 72h. Les images de BLI des souris 2011-

001, 2010-177 et 2011-003 de chacun de ces profils sont présentées dans les Figure 41, 

Figure 42 et Figure 43. 
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Figure 41 : Cinétique d’expression de la LucF présentant une inhibition par le miRLuc 

24h après hyperthermie (souris 2011-001) 

(n = 6) 

A à D : Suivi de l’activité de la LucF par BLI : les acquisitions ont été réalisées 10 min après 

l’injection de luciférine en IP. Les images (vue dorsale) A, B, C et D correspondent aux 

acquisitions obtenues avant l’activation, 24h, 46h et 72h après l’activation thermique 

respectivement. L’hyperthermie a été effectuée au bain-marie pendant 8 min à 45°C. 

E et F : Quantification du signal BLI de la LucF : la quantification, exprimée en photons, a 

été effectuée par seuillage automatique grâce au logiciel IndiGO 2
®

. E : tumeur gauche ; F : 

tumeur droite. 
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Figure 42 : Cinétique d’expression de la LucF présentant une inhibition par le miRLuc 

46h après hyperthermie (souris 2010-177) 

(n = 7) 

A à D : Suivi de l’activité de la LucF par BLI : les acquisitions ont été réalisées 10 min après 

l’injection de luciférine en IP. Les images (vue dorsale) A, B, C et D correspondent aux 

acquisitions obtenues avant l’activation, 24h, 46h et 72h après l’activation thermique 

respectivement. L’hyperthermie a été effectuée au bain-marie pendant 8 min à 45°C. 

E et F : Quantification du signal BLI de la LucF : la quantification, exprimée en photons, a 

été effectuée par seuillage automatique grâce au logiciel IndiGO 2
®

. E : tumeur gauche ; F : 

tumeur droite. 
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Figure 43 : Cinétique d’expression de la LucF présentant une inhibition par le miRLuc 

72h après hyperthermie (souris 2011-003) 

(n = 2) 

A à D : Suivi de l’activité de la LucF par BLI : les acquisitions ont été réalisées 10 min après 

l’injection de luciférine en IP. Les images (vue dorsale) A, B, C et D correspondent aux 

acquisitions obtenues avant l’activation, 24h, 46h et 72h après l’activation thermique 

respectivement. L’hyperthermie a été effectuée au bain-marie pendant 8 min à 45°C. 

E et F : Quantification du signal BLI de la LucF : la quantification, exprimée en photons, a 

été effectuée par seuillage automatique grâce au logiciel IndiGO 2
®

. E : tumeur gauche ; F : 

tumeur droite. 
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Pour les résultats présentés dans ce paragraphe, toutes les tumeurs gauches et droites 

expriment la LucR après chauffage, attestant de l’activation du promoteur Hsp70B. 

L’activation du promoteur Hsp70B contrôlant l’expression de la LucR est un argument fort en 

faveur de l’activation du promoteur contrôlant l’expression des miARN et de l’EmGFP. Cette 

hypothèse sera confirmée dans le paragraphe 4.3.  

 

Pour la tumeur contrôle U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg des 

pattes droites, on constate une augmentation croissante du signal de BLI après chauffage. 

Cette augmentation est due à l’accroissement de la tumeur constituée de cellules qui 

expriment la LucF de manière constitutive. 

 

Une inhibition de l’expression de la LucF par le miRLuc contrôlé par le promoteur 

thermo-inductible a pu être observée dans 40% des cas (n = 15). Trois profils d’inhibition ont 

pu être identifiés. Ces profils diffèrent en fonction du délai constaté entre l’induction de la 

biogénèse du miRLuc par hyperthermie et l’inhibition de l’activité de la LucF observée. 

L’inhibition a été constatée 24h après activation thermique dans 40% des cas (n = 6) (Figure 

41), 46h après cette activation dans 47% des cas (n = 7) (Figure 42) et 72h après 

l’hyperthermie dans 13% des cas (n = 2) (Figure 43). 

 

D’une façon générale, la diminution du signal, détecté par BLI, des tumeurs U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc a été visualisé transitoirement après 

l’activation thermique. Ceci démontre, comme nos résultats précédents, le caractère transitoire 

du promoteur Hsp70B. L’inhibition a été détectée pendant une journée mais, pour quelques 

souris, nous observons de façon surprenante, un effet durant plus longtemps : jusqu’à 2 

semaines après l’activation. 

 

Suivi de la croissance tumorale 

 

Puisque la LucF est la cible des miARN, le signal BLI ne peut pas rendre compte de la 

croissance tumorale. Nos résultats présentés précédemment indiquent que le signal BLI 

mesuré sur la tumeur contrôle augmente au cours des différentes cinétiques effectuées. Il nous 

a donc paru important d’ôter des doutes concernant la diminution de signal obtenu sur la 

tumeur U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc. En effet, la diminution du signal 

observée est-elle due à l’inhibition de la LucF par le miRLuc ou à une diminution du volume 

tumoral ? Le fait que les 2 tumeurs soient présentes sur le même animal et qu’elles aient été 

soumises aux mêmes conditions expérimentales, aussi bien lors de l’implantation que lors de 

l’hyperthermie, explique difficilement que l’effet observé soit dû à une diminution de la 

croissance tumorale.  

Cependant, afin de lever toute ambiguïté, nous avons suivi la croissance de tumeurs 

U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc in vivo pour voir si les conditions 

expérimentales auraient un effet sur le volume tumoral. Pour cela, des tumeurs U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc ont été générées sur les pattes de souris NOG. Après 

l’activation thermique (45°C ; 8 min), le volume tumoral a été déterminé au pied à coulisse.  

 

 



 113 

 
 

Figure 44 : Détermination du volume tumoral au pied à coulisse de tumeurs U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc 

Les mesures ont été réalisées au pied à coulisse avant, 24h, 46h et 1 semaine après 

l’activation thermique au bain-marie à 45°C pendant 8 min. Ces mesures ont été réalisées sur 

10 pattes de souris NOG comportant une tumeur U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc. Le volume tumoral (exprimé en mm
3
) a été calculé d’après la formule de Feldman, 

n = 10. 

 

 

La mesure du volume des tumeurs U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc (Figure 44) n’indique aucune augmentation notable du volume tumoral à 24h et 

46h après l’hyperthermie, sauf pour les tumeurs dont la croissance est plus rapide. Cette 

absence objective de croissance est probablement liée au manque de précision des mesures au 

pied à coulisse. En effet, cet outil de mesure ne permet pas de mettre en évidence une 

variation faible du volume tumoral qui se produirait sur un temps court. Une semaine après 

l’activation thermique, l’augmentation du volume est détectable.  

Pour déterminer le volume tumoral dans nos conditions expérimentales, et dans le 

souci d’avoir une méthode de suivi plus précise, nous avons entrepris une détermination du 

volume par IRM de diffusion (Collaboration Dr. Bassem. Hiba, RMSB, Bordeaux). 
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4.3. Optimisation du système d’induction de l’inhibition génique 

 

 

Les résultats précédents démontrent la possibilité d’inhiber l’expression génique de la 

LucF par un miARN placé sous le contrôle d’un promoteur thermo-sensible. Ces résultats 

sont convaincants à défaut d’être spectaculaires. Dans ce chapitre nous avons envisagé et testé 

différentes pistes pour optimiser la méthode et augmenter l’effet inhibiteur. Ainsi, nous avons 

modifié individuellement chacun des 2 acteurs de notre système : d’une part le miARN sous 

le contrôle du promoteur thermo-inductible et d’autre part sa cible.  

 

 

4.3.1. Effet de l’ajout d’une cible du miRLuc supplémentaire en 

3’UTR de l’ARNm cible 

 

 Les miARN naturels s’hybrident le plus souvent dans les régions 3’UTR des ARNm 

cibles (Cf. 1.2.3.2.). Ces régions, impliquées dans la régulation de la stabilité de l’ARNm, 

dans sa traduction et dans sa localisation (Hesketh, 2004), sont peu structurées, ce qui les rend 

plus accessibles aux miARN. De plus, les régions non traduites, notamment le 3’UTR, 

contiennent des éléments de régulation jouant un rôle important dans le contrôle post-

transcriptionnel de l’expression génique. Par ailleurs, il a également été montré que 

l’augmentation du nombre de séquences cibles pour un même (ou pour plusieurs) miARN 

renforce l’efficacité de son d’inhibition (Fang and Rajewsky, 2011; Pasquinelli, 2012). 

Dans nos résultats précédents, la séquence du miRLuc utilisée permet la 

reconnaissance spécifique d’une cible unique de l’ARNm de la LucF située dans la région 

codante. Afin d’augmenter l’effet inhibiteur du miRLuc, nous avons donc ajouté une cible 

supplémentaire dans la région 3’UTR de l’ARNm de la LucF. Nous avons successivement 

étudié l’impact de l’ajout de cette cible sur l’activité de la LucF puis sur l’inhibition par le 

miRLuc. 

 

 

4.3.1.1. Insertion d’une cible du miRLuc supplémentaire dans 

le 3’UTR de l’ARNm de la LucF 

 

 

Construction des vecteurs  

 

L’ajout d’une cible dans le 3’UTR de l’ARNm de la LucF a été obtenu par insertion de 

la séquence cible du miRLuc au niveau d’un site de restriction BamHI, situé dans le 3’UTR 

de l’ARNm de la LucF, clonée dans le vecteur pcDNA5-FRT-CMV-LucF. 

Une séquence de 132 pb (allant du 148 au 279
ème

 nucléotide de la séquence codante de la 

LucF, Figure 25) ne permettant pas la création d’un cadre ouvert de lecture et contenant la 

séquence cible du miRLuc a été amplifiée par PCR à partir du vecteur pcDNA5-FRT-CMV-

LucF, avec des amorces miR-D et miR-R spécifiques de la cible du miRLuc et équipées 

d’adaptateurs contenant le site de restriction BamHI. Le produit PCR obtenu (132 pb) a été 

cloné directement dans le vecteur pCR®2.1-TOPO (TOPO TA Cloning Kit®). Après 
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transformation par choc thermique, un clone bactérien a été sélectionné (crible blanc / bleu) et 

amplifié. La présence de la séquence cible a été vérifiée par PCR avec le couple d’amorce 

M13Rev / T7-R. Puis, excisé par digestion enzymatique par BamHI, le fragment a été purifié 

et inséré par ligation dans le vecteur d’intérêt pcDNA5-FRT-CMV-LucF préalablement digéré 

par BamHI. La présence et l’orientation de la séquence cible ont été vérifiées par PCR grâce 

aux amorces LucF-2D / LucF-10D. Dans le cas d’une insertion de la cible en anti-sens, 

l’amorce LucF-10D présente sur la cible devient une amorce reverse et permet ainsi 

l’amplification d’un fragment de 89 pb. Dans le cas d’une insertion en sens, l’amorce LucF-

10D constitue une amorce directe, ce qui conduit à une absence d’amplification. Le plasmide 

ayant intégré la cible en sens a été amplifié et vérifié par séquençage. Ce plasmide est nommé 

pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S (nommé plasmide « double cibles »).  

Selon une stratégie similaire, un plasmide pcDNA5-FRT-EFIα-LucF-ciblemiR3’UTR-

S, où l’expression de la LucF est sous le contrôle du promoteur EFIα, a été construit et testé in 

vitro. Les résultats obtenus avec ce plasmide seront simplement mentionnés puisque le 

promoteur EFIα s’est avéré inefficace in vivo dans nos conditions expérimentales et 

abandonné au profit du promoteur CMV (Cf. 4.1.4).  

 

Activité de la LucF 

 

Nous avons évalué l’impact de l’ajout d’une séquence supplémentaire de 132 pb 

contenant la cible du miRLuc dans le 3’UTR de l’ARNm de la LucF sur l’activité 

enzymatique de la protéine résultante. Pour cela, des cellules U87 MG ont été transfectées de 

façon transitoire avec le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF qui possède une cible du 

miRLuc dans la région codante de l’ARNm de la LucF ou avec le plasmide pcDNA5-FRT-

CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S qui possède une cible supplémentaire dans la région 3’UTR de 

l’ARNm de la LucF. 

 

 

 
 

Figure 45 : Effet de l’ajout d’une cible sur l’activité de la LucF 

Les transfections transitoires (n = 8) ont été réalisées à raison de 250 ng d’ADN total / puits 

48h après l’ensemencement de 25 000 cellules U87 MG / puits. L’activité de la LucF (RLU) a 

été déterminée au luminomètre 48h après la transfection grâce au kit Luciferase Assay 

System (Promega). La transfection dans les U87 MG du plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF 

est représentée en vert foncé et celle de pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S en vert 

clair (Student t test, p<0,01). 
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Après lyse des cellules transfectées par chacun des 2 plasmides, les résultats de la 

Figure 45 indiquent une différence d’activité de l’enzyme LucF. L’ajout d’une cible en 

3’UTR de l’ARNm de la LucF induit une diminution de l’activité d’environ 60%. A titre 

indicatif, des résultats similaires ont été obtenus dans les expérimentations réalisées avec le 

plasmide pcDNA5-FRT-EFIα-LucF-ciblemiR3’UTR-S. La différence de taille entre les 2 

plasmides (2%) et donc le nombre de copies transfectées ne suffit pas à expliquer la 

diminution observée. Le 3’UTR est une région impliquée dans la régulation de l’expression 

des gènes au niveau post-transcriptionnel. L’ajout de la séquence de 132 pb au niveau de cette 

région régulatrice diminue clairement l’activité de la LucF et donc le niveau d’expression. 

Néanmoins, cette diminution d’expression n’est pas rédhibitoire pour la suite de notre 

stratégie d’optimisation de l’inhibition par le miRLuc. 

 

 

4.3.1.2. Effet du nombre de cibles sur l’efficacité d’inhibition 

par le miRLuc placé sous le contrôle du promoteur CMV 

 

L’efficacité d’inhibition par le miRLuc, lorsque l’ARNm de la LucF comporte 2 

séquences cibles : l’une dans la région codante et l’autre en 3’UTR, a été testée par triple 

transfection transitoire comme décrit précédemment (Cf. 4.1.3.).  

Des triples transfections ont été réalisées dans des U87 MG avec le plasmide 

pcDNA5/FRT/CAG/LucR comme témoin d’efficacité, le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-

LucF-ciblemiR3’UTR-S comme cible (double) des miARN et les vecteurs pCMV-miRLuc 

(Figure 46) ou pCMV-miRneg pour permettre l’expression constitutive des miARN.  

 

 

 

 
 

Figure 46 : Schématisation de la triple transfection réalisée dans des cellules U87 MG avec 

les plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S, pcDNA5/FRT/CAG/LucR et 

pCMV-miRLuc 

La deuxième séquence cible du miRLuc, présente dans le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF-

ciblemiR3’UTR-S, est représentée par le symbole . Après transcription des plasmides dans 

la cellule, le miRLuc mature pourra venir s’hybrider spécifiquement sur l’ARNm de la LucF 

sur chacune des 2 cibles et ainsi provoquer une inhibition de la traduction. La mesure de 

l’activité de la LucR permet la normalisation des résultats. 
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Figure 47 : Inhibition de l’activité de la LucF par le miRLuc après ajout d’une cible 

supplémentaire en 3’UTR de l’ARNm de la LucF 

Les triples transfections transitoires (n = 10) ont été réalisées à raison de 250 ng d’ADN total 

/ puits 48h après l’ensemencement de 25 000 cellules U87 MG / puits. Les activités 

respectives de la LucF et de la LucR (en RLU) ont été déterminées au luminomètre 48h après 

les transfections grâce au kit Dual-Luciferase®. En bleu, nommé miRLuc, est représentée la 

triple transfection de pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S, pcDNA5/FRT/CAG/LucR 

et pCMV-miRLuc et en gris, nommé miRneg, la triple transfection de pcDNA5-FRT-CMV-

LucF-ciblemiR3’UTR-S, pcDNA5/FRT/CAG/LucR et pCMV-miRneg. Les résultats sont 

normalisés par rapport à l’activité de la LucR témoignant de l’efficacité de transfection selon 

la formule (activité de la LucF / activité de la LucR) x 1 000, (p<0,01). 

 

 

La Figure 47 représente l’activité de la LucF après transfection et indique l’inhibition 

de l’expression de la LucF par le miRLuc normalisée par rapport à l’efficacité de la 

transfection. Après l’ajout d’une cible supplémentaire du miRLuc au niveau de la région 

3’UTR de l’ARNm de la LucF, l’inhibition atteint 96,2%. Pour mémoire, l’inhibition de 

l’activité de la LucF « simple cible » était de 84,5% dans les conditions similaires (Cf. Figure 

28). Nous constatons donc une amélioration de l’efficacité d’inhibition de plus de 10% par 

rapport aux expérimentations réalisées avec l’ARNm de la LucF ne comportant qu’une seule 

cible dans la région codante. L’ajout d’une cible du miRLuc dans la région 3’UTR de 

l’ARNm de la LucF a donc permis d’optimiser l’inhibition souhaitée. 

Le même type d’expérimentation a été réalisé avec le plasmide pcDNA5-FRT-EFIα-

LucF-ciblemiR3’UTR-S et aboutit également à une augmentation de l’inhibition obtenue 

(résultats non présentés). 
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4.3.1.3. Effet du nombre de cibles sur l’efficacité d’inhibition 

par le miRLuc placé sous le contrôle du promoteur Hsp70B 

 

L’amélioration de l’inhibition par le miRLuc in vitro, lorsque l’ARNm de la LucF 

possède une deuxième cible en 3’UTR, nous a conduit à envisager de reprendre le projet de 

novo avec de nouvelles lignées stables en remplaçant la LucF « simple cible » par la LucF 

« double cibles ». Avant de générer ces nouvelles lignées, l’inhibition a été évaluée après 

hyperthermie lorsque le miRLuc est sous le contrôle du promoteur Hsp70B, en transfections 

transitoires (Figure 48).  

 

Co-transfections transitoires 

 

Pour cela, les plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S et pHsp-

miRLuc (ou pHsp-miRneg) ont été co-transfectés dans des cellules U87 MG. L’activation 

thermique a été effectuée au bain-marie (45°C ; 8 min) 48h après la transfection, puis la 

mesure de l’activité de la LucF a été déterminée au luminomètre suivant une cinétique. 

 

 

 
 

Figure 48 : Schématisation de la co-transfection des plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF-

ciblemiR3’UTR-S et pHsp-miRLuc dans les cellules U87 MG 

Le choc thermique des cellules est réalisé au bain-marie, 48h après la transfection. Cette 

élévation de température permet l’activation des promoteurs Hsp70B (notés Hsp) et 

permettra la biosynthèse de miRLuc matures. Les miRLuc pourront s’hybrider spécifiquement 

sur chacune des 2 cibles présentes sur l’ARNm de la LucF. La mesure de l’activité de la LucF 

reflètera l’inhibition de la traduction par le miRLuc. 
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Figure 49 : Inhibition de l’activité de la LucF « double cibles » lorsque le miRLuc est sous 

le contrôle transcriptionnel du promoteur Hsp70B 

Les co-transfections transitoires (n = 4) ont été réalisées à raison de 250 ng d’ADN total / 

puits 48h après l’ensemencement de 10 000 cellules U87 MG / puits. L’activation thermique a 

été effectuée au bain-marie (45°C ; 8 min). Puis, l’activité de la LucF a été déterminée au 

luminomètre, après lyse des cellules à différents temps après chauffage, grâce au kit Dual-

Luciferase®. La co-transfection du plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S 

avec pHsp-miRLuc est représentée en bleu et celle avec pHsp-miRneg en gris (Student t test, 

* : p<0,05 ; ** : p<0,01).  

 

 

Les résultats de la Figure 49 présentent une diminution de l’activité de la LucF après 

activation de la biogénèse du miRLuc par choc thermique. Nous constatons une inhibition de 

48% 24h après activation du promoteur Hsp70B. De plus, cette inhibition mesurée à 46h 

après l’activation thermique atteint 66%. Ces résultats confirment la possibilité d’inhiber 

l’expression d’un gène in vitro en déclenchant la synthèse d’un miARN spécifique. 

 Ce même type de co-transfections n’ayant pas été obtenues avec la LucF « simple 

cible » nous ne pouvons conclure qu’en à une éventuelle amélioration de l’effet inhibiteur 

après activation thermique. L’étude a donc été poursuivie en générant des lignées stables 

« double cibles ». 

  

Génération des lignées 

 

Des lignées stables U87 « double cibles » de génotype CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-

S/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc ou CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRneg, ont été générées selon la même stratégie que celle utilisée précédemment. 

Elle se déroule en 2 étapes : la transfection par recombinaison homologue au site FRT du 

plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S puis l’insertion aléatoire des 

plasmides pHsp-miRLuc ou pHsp-miRneg. 

L’insertion de la séquence CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S a été réalisée au site FRT 

des cellules U87 FRT-7 en utilisant le vecteur pOG44 codant pour la recombinase. La 

sélection à l’hygromycine a permis l’obtention de la lignée U87 CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-
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S. Cette lignée a ensuite été utilisée pour une transfection stable aléatoire pour l’insertion des 

séquences Hsp-LucR/Hsp-EmGFP-4*miRLuc ou Hsp-LucR/Hsp-EmGFP-4*miRneg (codées 

par les plasmides pHsp-miRLuc et pHsp-miRneg). La sélection à la blasticidine a permis 

d’obtenir les lignées U87 CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc 

et U87 CMV-LucF-ciblemiR3’UTR-S/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg.  

Ces lignées cellulaires ont été obtenues à la fin de la période de thèse et sont en cours 

de valorisation. L’approche sera mise en œuvre selon un schéma identique à celui exposé dans 

le chapitre précédent et intégrera l’ensemble des données d’optimisation. Les perspectives 

nouvelles liées à leur utilisation seront détaillées à la fin de ce manuscrit. 

 

 

4.3.2. Modification de la durée d’activation du promoteur Hsp70B 

  

Une deuxième piste d’investigation pour (1) augmenter le pourcentage de tumeurs 

présentant une inhibition, (2) homogénéiser le profil temporel d’inhibition et (3) globalement 

améliorer l’intensité de l’inhibition, a consisté à optimiser les paramètres du choc thermique.  

 

L’activation de 45°C pendant 8 min du promoteur Hsp70B résulte d’études réalisées in 

vitro et in vivo au laboratoire à partir d’une lignée U87 Hsp-LucF. Pour ce projet, qui vise à 

induire une inhibition de l’expression d’un gène d’imagerie, les conditions d’activation (la 

dose thermique optimale) pourraient être différentes. Cette différence pourrait être expliquée 

d’une part parce que la lignée est possiblement différente du fait de la transformation 

génétique, d’autre part, parce que la réponse au choc thermique est complexe et qu’elle 

pourrait influencer à la fois la synthèse du miARN et l’ensemble des protéines cellulaires, y 

compris la LucF ciblée par le miRLuc. Nous avons donc choisi d’augmenter la dose 

thermique et d’étudier l’impact de cette augmentation sur l’ensemble des protéines et 

processus physiologiques placés sous le contrôle transcriptionnel de promoteurs thermo-

sensibles, qui sont : 

- les protéines HSP70 endogènes qui sont sous le contrôle des promoteurs Hsp70 endogènes 

et qui peuvent, de par leur rôle de chaperon, modifier le devenir des autres protéines 

cellulaires 

- la LucR, utilisée comme témoin de chauffage, dont le gène est placé sous le contrôle d’un 

promoteur Hsp70B exogène  

- l’EmGFP, dont l’expression est co-cistronique à la biogénèse des miRLuc et miRneg, dont 

le gène est placé sous le contrôle d’un second promoteur Hsp70B 

- l’inhibition de l’activité de la LucF par les miRLuc.  

 

D’un point de vue pratique, pour élever la dose thermique, nous avons préféré 

l’augmentation du temps de chauffage à celle de la température. Ce choix a été motivé par la 

maîtrise plus aisée de ce paramètre.   
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4.3.2.1. Stress cellulaire visualisé par l’activation de la voie 

endogène des protéines chaperons HSP70 

 

Le choc thermique provoque la dénaturation des protéines. La déstabilisation du 

complexe, formé entre les protéines HSP70 et le facteur de transcription HSF1, provoque la 

libération de ce dernier. Ainsi, le facteur HSF1 se trimérise et est transloqué au noyau où il se 

fixe aux éléments HSE des promoteurs Hsp70. Le pool de HSF1 trimérisés active l’ensemble 

des promoteurs Hsp70, qu’ils soient endogènes ou exogènes. L’activation des promoteurs 

thermo-inductibles endogènes déclenche la synthèse des protéines HSP70 responsables de la 

reconformation adéquates des protéines cellulaires altérées par le stress perçu.  

Cette partie est consacrée au suivi de la voie endogène de la réponse au choc 

thermique. La transcription des ARNm des protéines HSP70 a été évaluée par RT-PCR 

quantitative afin de mesurer la modulation de la réponse au stress en fonction des paramètres 

du choc thermique.  

 

Pour cela, l’activation thermique a été réalisée à 45°C pendant 8 min ou à un temps 

d’activation plus long fixé arbitrairement à 20 min. L’hyperthermie a été réalisée au bain-

marie sur les cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg. A différents temps après l’activation thermique, les 

ARN totaux ont été extraits puis traités à la DNase I. Une étape de réverse transcription a 

permis l’obtention des ADNc totaux puis une PCR quantitative a été effectuée avec le couple 

d’amorce Hsp70-1D / Hsp70-4R. L’ADNc du gène de référence est amplifié à partir de la 

même matrice avec le couple d’amorce 36B4-S / 36B4-AS. La quantification relative est 

effectuée en calculant le ΔCt qui est la différence du Ct obtenu pour les ADNc Hsp70 avec le 

Ct du gène de référence 36B4. Ce calcul permet d’obtenir la variation relative du nombre de 

copies de l’ARNm d’intérêt suivant la formule 2
-ΔCt

. 
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Figure 50 : Niveau d’expression relative de l’ARNm Hsp70 endogène par RT-PCRq après 

une activation thermique de 45°C pendant 8 ou 20 min 

Les niveaux d’expression relative (en unité arbitraire) des ARNm Hsp70 sont représentés, à 

différents temps après activation thermique, en bleu pour la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc (nommée miRLuc) et en gris pour la lignée U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (nommée miRneg). L’activation thermique a été 

réalisée au bain-marie à 45°C pendant 8 min (miRLuc, 8min et miRneg, 8 min) ou 20 min 

(miRLuc, 20 min et miRneg, 20 min). 

 

 

 Les variations d’expression relative des ARNm Hsp70 reflètent l’activité des 

promoteurs après activation thermique. La Figure 50 présente le profil d’expression des 

ARNm à différents temps en fonction de l’activation thermique de 45°C durant 8 ou 20 min 

dans les lignées cellulaires U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg. En fonction de la durée de l’hyperthermie, 

les niveaux d’expression et le profil d’activation diffèrent. 

La quantité d’ARNm Hsp70 transcrits est maximale 3h après un choc thermique de 

45°C durant 8 min, alors qu’elle est maximale à 6h après une hyperthermie de 20 min. Par 

ailleurs, le niveau d’expression des ARNm Hsp70 après un choc thermique de 20 min est 

beaucoup plus important que lors d’une activation de 8 min. L’augmentation du temps 

d’activation permet d’obtenir des niveaux d’expression jusqu’à 24 fois plus élevés. Le profil 

de l’expression relative d’ARNm Hsp70 obtenu après le choc thermique est similaire pour les 

2 lignées. 

 

Enfin, ces résultats témoignent que, quels que soient les paramètres d’hyperthermie, 

l’activation du promoteur est transitoire et qu’à partir de 24h après l’activation, le niveau 

basal d’expression des ARNm HSP70 est retrouvé (présenté à T0).  

 

En conclusion, ces résultats confirment que l’activation des promoteurs Hsp70 est 

modulable par la dose thermique. Ils soulignent aussi, grâce au profil d’expression des ARNm 
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Hsp70 obtenu, que l’activation pourrait être considérablement augmentée en prolongeant le 

temps de chauffage à 45°C. 

 

 

4.3.2.2. Cinétique d’expression de la LucR sous le contrôle du 

promoteur Hsp70B 

 

Dans notre stratégie, le gène rapporteur de la LucR est sous le contrôle d’un promoteur 

Hsp70B. Nous avons donc évalué l’impact d’une augmentation de la durée de l’hyperthermie 

sur son expression. 

L’activité de la LucR a donc été mesurée dans les cellules U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg après 

activation thermique au bain-marie à 45°C pendant 8 ou 20 min (Figure 51).  

 

 
Figure 51 : Activité de la LucR après différents temps d’activation thermique  

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc (en bleu) et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (en gris) ont été ensemencées à raison de 25 000 

cellules / puits, puis 48h après, soit maintenues à 37°C, soit chauffées au bain-marie à 45°C 

pendant 8 ou 20 min. La mesure de l’activité de la LucR (RLU) a été déterminée au 

luminomètre sur les lysats cellulaires en utilisant le kit Dual-Luciferase® 6h après 

l’hyperthermie. 

 

 

 Les résultats obtenus dans la Figure 51 indiquent l’activité de la LucR en fonction de 

l’hyperthermie réalisée. L’activation des U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg 

à 45°C pendant 20 min est 2,5 fois plus efficace qu’une activation pendant 8 min. Pour la 

lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et pour la même température, une 

activation thermique de 20 min est 3,7 fois plus efficace qu’une activation de 8 min quant à 

l’intensité de l’activité de la LucR. Une hyperthermie prolongée à 20 min permet donc un 

niveau d’expression du gène plus important et confirment l’obtention d’une activation du 

promoteur Hsp70B plus optimale. 
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4.3.2.3. Expression de l’EmGFP 

 

Nous avons également étudié l’expression de l’EmGFP co-cistronique aux miARN et 

placée sous le contrôle transcriptionel du promoteur thermo-sensible. 

 

4.3.2.3.1. Mesure en cytométrie de flux 

 

 Nous avons déterminé l’impact de l’augmentation du temps d’activation thermique sur 

l’expression de l’EmGFP afin de tester directement l’activation du promoteur Hsp70B à 

l’origine de la biogénèse des miRLuc et miRneg. D’après les données du fournisseur (système 

BLOCK-iT
TM

), l’expression de l’EmGFP est parfaitement corrélée à celle des miARN 

présents dans la construction. Le suivi de l’expression de l’EmGFP a été réalisé par 

cytométrie de flux.  

 Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont été utilisées. L’activation thermique a été 

réalisée 48h après leur mise en plaque. Puis les cellules ont été analysées au cytomètre de flux 

(Figure 52) afin de déterminer le pourcentage de cellules fluorescentes (Figure 53) et le 

niveau de l’intensité de fluorescence de l’EmGFP (Figure 54) pour chaque condition.  
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Figure 52 : Profils de fluorescence obtenus pour la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRLuc après activation thermique 

Profils obtenus pour une activation thermique de 8 min (A) ou de 20 min (B). 

T0 correspond au profil avant chauffage, T6, T24 et T46 correspondent aux mesures réalisées 

après 6, 24 et 46 heures respectivement.  

Les profils de fluorescence ont été déterminés sur 4 000 cellules au cytomètre de flux. La 

population R2 concerne la population d’intérêt comprenant les cellules fluorescentes pour 

l’EmGFP. 

 

 

 Les profils de la Figure 52 représentent le niveau de fluorescence pour chaque 

évènement détecté (cellule) avant et à différents temps après un choc thermique de 45°C 

pendant 8 min (Figure 52 A) ou 20 min (Figure 52 B). Nous constatons que l’hyperthermie 

provoque un décalage du profil de fluorescence vers la droite quel que soit le temps 

d’activation. De plus, il est clair que ce décalage est plus important lorsque le temps 

d’activation thermique est de 20 min (Figure 52 B). Ce décalage correspond à la présence 

d’une population cellulaire (population R2) de cellules fluorescentes pour l’EmGFP. 

L’effectif de cette population R2 est plus important lorsque le temps d’activation thermique 

est de 20 min. Il est à noter que nous obtenons des profils similaires avec la lignée U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (résultats non représentés). Les données de 

cytométrie de flux permettent la mesure du pourcentage de cellules fluorescentes, reportées 

dans la Figure 53, pour les 2 lignées et pour les 2 temps d’activation testés. 
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Figure 53 : Pourcentage de cellules fluorescentes après choc thermique 

Après activation thermique des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc 

(nommées miRLuc) et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (nommées 

miRneg), le pourcentage de cellules fluorescentes a été déterminé au cytomètre de flux sur 

4 000 cellules de chaque lignée. Deux temps d’activation à 45°C ont été testés : 8 min 

(miRLuc, 8 min et miRneg, 8 min) et 20 min (miRLuc, 20 min et miRneg, 20 min), n = 3.  

 

 

La Figure 53 indique qu’avant activation thermique, moins de 0,3% des cellules sont 

fluorescentes, confirmant ainsi l’absence d’activité basale du promoteur Hsp70B. Après le 

choc thermique, les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg possèdent globalement la même cinétique 

d’expression de l’EmGFP. En fonction de la durée du choc thermique, les profils de 

fluorescence sont très différents. Pour une activation à 45°C pendant 8 min, le pourcentage de 

cellules fluorescentes est faible et atteint un maximum de 11% 24h après l’hyperthermie. 

Lorsque l’hyperthermie induite est plus longue (20 min), l’expression de l’EmGFP est plus 

précoce (6h) et le pourcentage de cellules fluorescentes augmente de façon drastique pour 

atteindre 60%. Le pourcentage décroît ensuite graduellement mais reste à 37% à 46h. Le 

comportement des 2 lignées est sensiblement identique, excepté 6h après chauffage où le 

pourcentage de cellules fluorescentes pour la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc est notablement supérieur à celui de la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRneg.  

 

Outre le pourcentage de cellules fluorescentes, l’analyse par cytométrie de flux permet 

également de mesurer l’intensité de fluorescence par cellule. Cette intensité reflète donc le 

niveau d’expression de la protéine EmGFP au cours du temps après choc thermique pour les 2 

lignées. 
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Figure 54 : Mesure de l’intensité de fluorescence des cellules après choc thermique 

Après activation thermique des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc 

(nommées miRLuc) et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (nommées 

miRneg), l’intensité de fluorescence des cellules exprimant l’EmGFP a été déterminée sur 

4 000 cellules au cytomètre de flux. Deux temps d’activation à 45°C ont été testés : 8 min 

(miRLuc, 8 min et miRneg, 8 min) et 20 min (miRLuc, 20 min et miRneg, 20 min), n = 3.  

 

 

 La Figure 54 présente l’intensité de fluorescence mesurée dans la population R2 qui 

correspond aux cellules fluorescentes pour l’EmGFP. Cette mesure n’est pas indiquée pour les 

cellules non chauffées étant donné le faible nombre de cellules fluorescentes obtenu (0,3%) 

(Figure 53). Pour chaque condition, le bruit de fond a été soustrait, il représente l’intensité de 

fluorescence des cellules hors R2, ce qui équivaut au signal d’auto-fluorescence des cellules. 

L’intensité de fluorescence, exprimée en unité arbitraire, suit le même profil que celui obtenu 

pour le pourcentage de cellules fluorescentes (Figure 53). Pour l’activation thermique de 

45°C pedant 8 min, nous observons un pic d’intensité à 24h après l’hyperthermie mais, 

globalement, l’intensité de fluorescence reste relativement faible. Cette intensité est nettement 

améliorée lorsque l’activation thermique dure 20 min. L’intensité de fluorescence est doublée 

et le pic est plus précoce (6h après l’hyperthermie) en accord avec les résultats présentés dans 

la Figure 53. 

 

L’activation thermique des cellules, pour les 2 lignées, à 45°C pendant 20 min permet 

d’obtenir un pourcentage de cellules fluorescentes et une intensité de fluorescence nettement 

supérieurs que lors d’une activation de 8 min. Ces résultats confirment ceux obtenus 

précédemment concernant l’expression des ARNm Hsp70 endogènes (Figure 50) et l’activité 

de la LucR (Figure 51). 

L’ensemble concordant des résultats montre qu’à 45°C, un choc thermique de 20 min 

est beaucoup plus efficace qu’un choc de 8 min pour induire l’expression des différentes 

protéines placées sous le contrôle transcriptionnel des promoteurs Hsp70B. C’est le cas pour 

les protéines endogènes et pour les protéines rapporteurs. Etant donné que l’ARNm de 

l’EmGFP contient également les séquences des pri-miRLuc (ou pri-miRneg), nous pouvons 
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émettre l’hypothèse qu’une augmentation du temps d’hyperthermie devrait permettre une 

synthèse plus précoce et plus intense du miRLuc (ou du miRneg). Une activation de 45°C, 20 

min serait donc plus appropriée afin d’obtenir une meilleure efficacité d’inhibition de la LucF 

par le miRLuc in vivo. 

 

4.3.2.3.2. Visualisation par microscopie de fluorescence 

 

Les résultats de cytométrie de flux révèlent qu’après un choc thermique, dans nos 

conditions expérimentales, le pourcentage de cellules exprimant l’EmGFP ne dépasse pas 

60%. L’expression de l’EmGFP co-cistronique à la biogénèse des miRLuc ou miRneg permet 

également de visualiser les cellules en microscopie de fluorescence. Nous avons donc 

entrepris l’observation des cellules au microscope pour vérifier les conclusions de l’analyse 

cytométrique. 

 Pour cela, les cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont été mises en culture puis activées à 45°C 

pendant 20 min. Les cellules ont ensuite été observées au microscope de fluorescence 6h 

après l’hyperthermie. 

 

 

 
 

Figure 55 : Microscopie de fluorescence des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-

EmGFP 4*miRLuc et U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg 

La superposition des images de fluorescence (ex : 475 +/- 20 nm ; em : 530 +/- 25 nm) et de 

contraste de phase (grossissement x 40) des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 

4*miRLuc avant activation (A), 6h après activation de 45°C, 20 min (B) et des cellules U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg 6h après activation de 45°C, 20 min (C). 

  

La Figure 55 confirme l’absence de fluorescence des cellules avant hyperthermie 

(Figure 55 A) et l’expression de l’EmGFP après activation thermique (Figure 55 B et C) 

pour les 2 lignées.  

De plus, les images de fluorescence après hyperthermie confirment la présence de 

cellules non fluorescentes. Ces cellules n’expriment pas l’EmGFP et sont retrouvées pour les 

2 lignées, ce qui confirme l’importante hétérogénéité de la population cellulaire quant à la 

réponse au choc thermique constatée en cytométrie de flux.  
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Un tri cellulaire basé sur l’expression de l’EmGFP après activation thermique pourrait 

être mis en place avant l’injection des cellules pour l’élaboration de tumeurs in vivo. Ce tri 

préalable pourrait permettre de diminuer l’hétérogénéité afin d’améliorer la réponse 

inhibitrice in vivo. 

 

 

4.3.2.4. Visualisation de l’inhibition induite par le miRLuc 

après modulation de l’activation du promoteur thermo-

inductible 

  

 Après avoir montré qu’à 45°C une hyperthermie de 20 min était plus efficace pour la 

transcription des ARNm Hsp70 et pour l’expression de l’EmGFP et de la LucR, nous avons 

voulu vérifier une éventuelle amélioration de l’inhibition de l’expression de la LucF par le 

miRLuc.  

Cette analyse a été effectuée in vitro en comparant l’activité de la LucF des cellules U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et des cellules U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg avant ou après un choc thermique de 45°C, 20 min. 

 

 

 
 

Figure 56 : Cinétique d’inhibition de l’activité de la LucF  

Les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc (en bleu) et U87 CMV-

LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg (en gris) ont été ensemencées à raison de 15 000 

cellules / puits. L’activation thermique a été réalisée 48h après la mise en plaque au bain-

marie à 45°C pendant 20 min. Après lyse des cellules, l’activité de la LucF (RLU) a été 

déterminée au luminomètre en utilisant le kit Dual-Luciferase® pour chaque lignée et suivant 

une cinétique, n = 3, (Student t test, * : p<0,05 ; ** : p<0,01).  

 

 

La Figure 56 indique une augmentation de l’activité de la LucF au cours du temps 

pour les 2 lignées. Cette élévation est le reflet des divisions cellulaires.  

Après le choc thermique (45°C ; 20 min), les résultats montrent que l’activité de la LucF est 

différente pour les 2 lignées. Précédemment, nous avons constaté qu’à 37°C, l’activité de la 
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LucF suit le même profil pour les 2 lignées au cours du temps (Figure 36). La différence 

d’activité constatée est donc le résultat du choc thermique. La comparaison de l’activité de la 

LucF pour ces 2 lignées nous permet ainsi de mesurer le pourcentage d’inhibition par le 

miRLuc. 

Six heures après l’hyperthermie, l’inhibition de l’expression de la LucF par le miRLuc est de 

34,4%. Cette inhibition augmente jusqu’à 24h pour atteindre 50,6%, puis décroit lentement, 

tout en restant visualisable, même à 72h où elle est encore de 24%. Les études réalisées 

précédemment montraient qu’un choc thermique de 20 min était plus efficace pour induire 

l’expression des gènes rapporteurs du système qu’une hyperthermie de 8 min. Les résultats 

d’inhibition de l’activité de la LucF confirment ces conclusions par comparaison avec les 

résultats obtenus dans la Figure 40. 

 

 

4.3.2.5. Suivi de l’ARNm cible de la LucF 

 

 Le mode d’action des miARN (Cf. 1.2.3.2.) dépend de son hybridation sur l’ARNm 

cible et du recrutement des protéines de la famille Argonaute (AGO). Si l’hybridation est 

parfaitement complémentaire entre le miARN et sa cible, la protéine AGO2 est recrutée au 

sein du complexe miRISC permettant le clivage de l’ARNm cible et donc sa dégradation. Le 

miARN synthétique utilisé dans ce projet est parfaitement complémentaire à la région cible 

sur l’ARNm de la LucF, et devrait logiquement conduire à la dégradation de cet ARNm. Nous 

avons donc entrepris de vérifier cette hypothèse en quantifiant l’ARNm de la LucF par PCRq 

après choc thermique.  

Pour cela, les lignées U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg ont été mises en culture, et une hyperthermie 

de 45°C pendant 20 min a été effectuée. A différents temps après le choc thermique, les ARN 

totaux ont été extraits, traités à la DNase I et rétro-transcrits. Les ADNc obtenus ont été 

utilisés comme matrice pour la PCRq. Le gène de la LucF a été amplifié avec le couple 

d’amorce LucF-12D / LucF-13R, et la quantification a été réalisée par comparaison avec 

l’expression du gène de référence 36B4 (ΔCt) (amorce 36B4-S / 36B4-AS). Les variations du 

niveau d’expression relative des ARNm de la LucF ont été exprimées selon la formule 2
-ΔCt

. 
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Figure 57 : Variation du niveau d’expression relative de l’ARNm de la LucF après thermo-

induction de la biogénèse du miRLuc 

Les niveaux d’expression relative (en unité arbitraire) des ARNm de la LucF sont représentés, 

à différents temps après activation thermique (45°C ; 20 min), en bleu pour la lignée U87 

CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc et en gris pour la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-

LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg. 

 

 

La Figure 57 indique une augmentation du niveau d’expression relative de l’ARNm 

de la LucF dans la lignée U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRneg au cours du 

temps après le choc thermique. Nous pouvons observer que l’expression de la LucF pour cette 

lignée est environ 6 fois plus importante à 24h après l’hyperthermie qu’avant. Dans la lignée 

U87 CMV-LucF/Hsp-LucR/Hsp-EmGFP 4*miRLuc, 6h après le choc thermique, 

l’augmentation du niveau d’expression de l’ARNm de la LucF est extrêmement faible. Puis, 

le niveau d’expression de la LucF diminue 24h après l’hyperthermie pour retrouver un niveau 

d’expression similaire à celui mesuré avant l’activation thermique.  

Les profils d’expression obtenus pour les 2 lignées sont donc très différents. Ces 

résultats sont tout à fait en accord avec les mesures de l’activité de la LucF présentés dans la 

Figure 56. Ainsi, la diminution de l’activité de la LucF après choc thermique coïncide avec 

une diminution de la quantité relative de son ARNm. Ces résultats semblent valider 

l’hypothèse selon laquelle l’effet du miRLuc est lié à la dégradation de l’ARNm cible.   
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4.4. Etude de faisabilité d’utilisation de l’électroporation in vivo 

comme méthode de transfert 

 

 

 Les résultats précédents ont présentés la faisabilité d’un contrôle in vivo de l’inhibition 

génique grâce à des miARN placés sous le contrôle transcriptionnel d’un promoteur thermo-

sensible. Dans notre modèle expérimental, la cassette d’expression thermo-inductible du 

miARN était préalablement insérée dans le génome de la cellule cible, occultant ainsi le 

problème de l’adressage. Dans ce chapitre, nous avons entrepris de tester la possibilité 

d’utiliser l’électroporation in vivo pour réaliser l’adressage d’une cassette d’expression 

dépendante des promoteurs thermo-inductibles, y compris dans des tumeurs orthotopiques 

profondes. 

 

 

4.4.1. L’électroporation et le promoteur Hsp70B sont-ils 

compatibles ? 

 

 Le projet consiste à utiliser l’EP pour adresser un gène ou un miARN sous contrôle 

transcriptionnel du promoteur thermo-inductible Hsp70B. Les promoteurs Hsp sont activables 

par différents types de stress cellulaire (Cf. 1.3.2.). Nous avons donc voulu déterminer si l’EP 

constituait un stress cellulaire susceptible d’activer le promoteur. Afin de répondre à cette 

question, nous avons dans un premier temps utilisé une souris transgénique (NLF1) exprimant 

la LucF sous le contrôle du promoteur Hspa1b homologue murin du promoteur Hsp70B.  

Nous avons comparé l’activation du promoteur par hyperthermie et par une EP. 

 

Le niveau basal d’expression de la LucF a été déterminé par BLI sur chaque souris. La 

patte droite des souris a été soumise à un choc thermique au bain-marie à 45°C pendant 8 min, 

et la patte gauche soumise à un choc électrique correspondant soit aux conditions utilisées 

pour une EP en intra-dermique (n = 3 ; 200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15), soit à une EP 

intra-tumorale (n = 3 ; 600 V / cm ; 5 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). L’expression de la LucF a été 

déterminée par BLI 6h après l’intervention (Figure 58). 
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Figure 58 : Suivi par BLI de l’activation du promoteur Hsp 

Suivi de l’activité de la LucF par BLI (vue dorsale) chez une souris transgénique Hsp-LucF, 

(A) avant et (B) 6h après une EP sur la patte gauche et un choc thermique (45°C ; 8 min) sur 

la patte droite. 

Les images sont réalisées 10 min après l’injection IP de la luciférine à la caméra CCD (n = 3 

pour chaque condition). 

 

 

Le choc thermique (45°C ; 8 min) entraîne une expression de la LucF sur les pattes 

droites des souris 6h après chauffage (n = 6). Aucun signal n’est obtenu sur les pattes gauches 

quelles que soient les conditions d’EP. Dans nos conditions expérimentales, les chocs 

électriques n’induisent donc pas d’activation du promoteur Hspa1b contrôlant l’expression de 

la LucF.  

Le même type d’expérience est envisagé sur des tumeurs U87 Hsp-LucF, contenant le 

promoteur Hsp70B humain, afin de confirmer ces résultats. Ainsi des études, combinant 

l’adressage d’un gène aux cellules in vivo par EP et le contrôle de son expression par le 

promoteur Hsp70B, pourront être envisagées. 

 

 

4.4.2. Suivi de l’électroporation par imagerie de fluorescence par 

réflexion 

 

Dans la perspective de coupler l’EP et le contrôle de l’expression génique à l’aide du 

promoteur thermo-sensible, des incertitudes persistent quant à l’efficacité de l’électro-

transfert. Il a été envisagé d’utiliser un gène rapporteur pour contrôler l’efficacité de l’EP. Les 

gènes rapporteurs de la LucF et de la LucR étant déjà mobilisés pour notre stratégie, nous 

avons testé la faisabilité d’électroporer la protéine fluorescente mPlum dont les 

caractéristiques spectrales (excitation à 590 nm et émission à 649 nm) sont favorables à 

l’imagerie in vivo du petit animal. 

L’injection intra-dermique sur les pattes arrière droites de souris C57BL/6 (n = 3) a été 

réalisée avec 20 µL de PBS contenant 5 µg de pcDNA5-FRT-CMV-LucF et 5 µg de 

pcDNA3.1-mPlum, puis l’EP a été effectuée (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). 

L’utilisation du gène codant pour la LucF nous permet d’avoir un contrôle interne à 

l’expérimentation. Les images de BLI et de FRI ont ensuite été acquises 24h après l’EP. Il 
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faut toutefois mentionner que pour ces 2 types d’imagerie, le champ de vue est différent. En 

effet, la fluorescence nécessite une excitation homogène sur l’animal. 

 

 

 
 

Figure 59 : EP intra-dermique des gènes rapporteurs de la LucF et de la mPlum 

Les plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF et pcDNA3.1-mPlum ont été co-injectés en intra-

dermique sur les pattes droites des souris (n = 3) à raison de 5 µg de chaque plasmide dans 

20 µL de PBS, puis électroporés (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). Les images A et C 

correspondent aux images BLI et FRI respectivement avant l’EP. Les images B et D 

correspondent aux images BLI et FRI respectivement 24h après l’EP.  

Les acquisitions (vue dorsale) sont réalisées à la caméra CCD et pour l’image BLI, 10 min 

après l’injection de luciférine en IP. 

 

 

 Les résultats obtenus dans la Figure 59 présentent les images de BLI et de FRI 

obtenues 24h après la co-EP des plasmides pcDNA5-FRT-CMV-LucF et pcDNA3.1-mPlum en 

intra-dermique sur les pattes droites des souris. Le signal BLI à 24h après l’EP atteste du bon 

déroulement de l’expérimentation. Pour mPlum, nous obtenons un signal FRI 24h après l’EP.  

Ce résultat démontre la faisabilité d’utiliser la protéine fluorescente mPlum comme 

rapporteur supplémentaire pour suivre in vivo, par imagerie de fluorescence, l’efficacité de 

l’EP. 
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4.4.3. Etude d’une application en position orthotopique 

  

Afin de se rapprocher au mieux d’un contexte physio-pathologique, l’étape suivante 

consiste à compiler l’ensemble de nos résultats pour concevoir un modèle de tumeur 

orthopopique. Il s’agit d’induire une inhibition génique visualisable en BLI en électroporant le 

miRLuc dans une tumeur U87 CMV-LucF. Puisque la lignée cellulaire U87 MG provient 

d’un glioblastome humain, il s’agit de générer des tumeurs intra-cérébrales et donc, 

d’électroporer l’ADN en intra-crânien. Avant l’élaboration d’un tel modèle, nous avons 

entrepris de tester la faisabilité de l’EP dans cette zone.  

Une première série d’expériences a consisté à placer les électrodes de part et d’autre 

du crâne de la souris pour administrer le courant électrique, et à tester l’innocuité de la 

procédure. Des courants croissants ont été appliqués entre les 2 électrodes, et le comportement 

des animaux a été observé pour détecter d’éventuels signes de désagrément pour les souris. 

Les conditions de courant (200 V / cm ; 5 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) se sont avérées sans 

répercution sur le comportement des souris. 

Ensuite, le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF (12,5 µg ou 25 µg / 5 µL PBS) a été 

injecté dans la zone pariétale droite du cerveau des souris maintenues dans un cadre 

stéréotaxique puis électroporé. L’expression de la LucF a été suivie par BLI à différents temps 

après l’EP. 

 

 

 
 

Figure 60 : BLI de la LucF après EP intra-crânienne  

Le plasmide pcDNA5-FRT-CMV-LucF injecté en intra-cérébral a été électroporé (200 V / 

cm ; 5 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). Les images A, B et C correspondent à l’EP intra-cérébrale de 

12,5 µg d’ADN plasmidique (n = 3) et les images D, E et F correspondent à l’EP de 25 µg du 

même plasmide (n = 3). Les acquisitions (vue dorsale) ont été réalisées 20h (images A et D), 

24h (images B et E) et 48h (images C et F) après l’EP. Les acquisitions ont été réalisées à la 

caméra CCD, 10 min après l’injection de luciférine en IP. Les chiffres indiqués en haut à 

droite de chaque image représentent le nombre de coups maximal en un pixel.  
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La Figure 60 indique la présence d’un signal de BLI au niveau de la tête de la souris. 

L’émission de photons confirme l’expression de la LucF à partir du plasmide et la diffusion 

de la luciférine injectée en IP. Une étude cinétique de la BLI après injection de luciférine 

(cinétique non présentée) révèle que les signaux les plus intenses sont obtenus 10 min après 

l’injection du substrat, comme c’est habituellement le cas pour les autres tissus. Ceci suggère 

que la diffusion de la luciférine dans le cerveau n’est pas retardée par le franchissement de la 

barrière hémato-encéphalique, probablement rompue lors de l’injection intra-cérébrale de 

l’ADN. Quelle que soit la quantité de plasmide injectée, l’expression de la LucF est maximale 

24h après EP puis décroît rapidement pour disparaître après 48h. 

Les résultats obtenus, bien que préliminaires, montrent la faisabilité d’électroporer de 

l’ADN plasmidique en intra-cérébral chez la souris. Ils ouvrent des perspectives intéressantes 

dans l’élaboration de modèles pour l’étude de stratégie concernant la thérapie des gliomes. 
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4.5. Imagerie de l’électroporation d’ARN in vivo 

 

 

L’intégration non-contrôlée du transgène dans le génome de la cellule cible constitue 

une restriction majeure au développement des thérapies géniques. Ce phénomène est le plus 

souvent responsable de l’absence d’expression du transgène thérapeutique mais, dans les cas 

les plus dramatiques, il peut initier des processus oncogéniques graves. Ce phénomène est à 

l’origine de 2 cas de leucémies et du décès d’un patient survenus lors de la mise en œuvre de 

la thérapie génique des « enfants bulle ». A l’heure actuelle, il n’existe aucune méthode pour 

éliminer complètement ce risque pour les thérapies utilisant de l’ADN.  

Pour contourner ce problème, dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés à 

l’électroporation in vivo d’ARN. Si la faisabilité d’électroporer de petits ARN non codants 

comme les miARN et les siARN a déjà fait l’objet de différents travaux, l’électrotransfert 

d’ARNm est peu documenté même s’il est souvent évoqué comme perspective (Van 

Driessche et al., 2005). 

L’ARNm est l’intermédiaire nécessaire à l’obtention d’une protéine d’intérêt. 

Contrairement aux molécules d’ADN, les ARNm sont exprimés dans le cytoplasme et 

l’obstacle représenté par la barrière nucléaire n’est plus à franchir. Enfin et surtout, les ARNm 

ne présentent aucun risque d’intégration non désirée au génome de la cellule hôte, et leur 

expression n’est pas irréversible puisque qu’elle est strictement transitoire.  

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe de Michel Ventura (laboratoire 

de Microbiologie Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité, UMR 5234, Bordeaux Segalen). 

Il offre une perspective supplémentaire pour la mise en oeuvre d’une stratégie thérapeutique 

anti-virale développée (Dumas et al., 2007; Bitard et al., 2010) et brevetée par ce laboratoire 

(FR20060004806 ; 30/05/2006), basée sur l’utilisation d’ARN négatifs et qui sera détaillée 

dans la discussion. 

 

Pour ce projet, nous avons choisi d’utiliser des ARN codant pour la LucF.  

 

Nous avons transcrits in vitro 3 types d’ARN différents afin de tester leur visualisation 

par BLI après EP in vivo.  

1. Les ARN nommés 5UTR-LucF-3UTR comportent la séquence codante de la LucF 

encadrée par les 2 régions 5’UTR et 3’UTR non traduites du virus de l’hépatite C (VHC). Ce 

type de construction permet l’étude de la réplication virale et aboutit à l’expression de 

protéines d’intérêt in vitro. Ces ARN ont été synthétisés grâce à une étape de transcription in 

vitro réalisée à partir de produits PCR, obtenus à partir du plasmide pGEMT/5UTR-LucF-

3UTR avec le couple d’amorces T75UTR-Start / 3UTR-Stop, précipités et purifiés. La pureté 

des ARN obtenus a ensuite été testée au bioanalyzer (Agilent).  

2. Les ARN nommés cap-LucF-polyA comportent également la séquence codante de 

la LucF obtenue par PCR comme précédemment mais avec le couple d’amorce T7cap / LucF-

Stop. Après transcription in vitro, une queue polyA est ajoutée en 3’ et une coiffe en 5’ de 

l’ARN. La queue polyA et la coiffe ont été ajoutées par les méthodes de production d'ARN 

par fermentation de la levure Saccharomyces cerevisiae par l’entreprise MitoProd SA. 

3. Les ARN dénommés 5UTR-LucF-polyA constituent une forme intermédiaire qui 

contient la séquence non-traduite 5’UTR et une queue polyA encadrant la séquence codante 
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de la LucF. Les produits PCR ont été obtenus avec le couple d’amorce T75UTR-Start / LucF-

Stop. 

 

Ces différents ARN ont été électroporés in vivo en intra-dermique sur les pattes de 

souris C57BL/6 afin de tester leur fonctionnalité. Ces ARN ayant des tailles différentes, nous 

avons choisi d’électroporer un nombre identique de molécules afin de pouvoir comparer leur 

expression. Pour chaque ARN, 14 x 10
12

 molécules ont été électroporées puis l’expression de 

la LucF au cours du temps a été déterminée par BLI. Pour la quantification du signal, exprimé 

en photons, une ROI automatique par seuillage a été effectuée grâce au logiciel IndiGO 2
®
. 

 

 

 
 

Figure 61 : Suivi par BLI de l’expression de la LucF après EP intra-dermique de l’ARN 

5UTR-LucF-3UTR 

Les molécules d’ARN (14 x 10
12

 molécules dans 10 µL de PBS) ont été électroporées (200 V / 

cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) en intra-dermique sur les pattes gauches de souris C57BL/6 

(n = 6, notées de 1 à 6) et l’expression de la LucF est suivie par BLI 10 min après l’injection 

de luciférine à différents temps après EP. 

 

 

La Figure 61 démontre la faisabilité d’électroporer des molécules d’ARN de type 

5UTR-LucF-3UTR. Un signal de BLI est en effet détectable pour les 6 souris électroporées. 

La traduction est précoce puisque, dès 4h après l’EP, nous obtenons un signal de BLI. 

L’expression dure environ 20h de façon constante puis diminue ou disparaît 48h après l’EP. 

La traduction in vivo des ARN 5UTR-LucF-3UTR électroporés est possible malgé l’absence 

de coiffe et intervient probablement grâce à l’IRES présent dans la région 5’UTR. 
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Figure 62 : Suivi par BLI de l’expression de la LucF après EP intra-dermique d’ARN 

5UTR-LucF-polyA 

Les molécules d’ARN (14 x 10
12

 molécules dans 10 µL de PBS) ont été électroporées (200 V / 

cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) en intra-dermique sur les pattes gauches de souris C57BL/6 

(n = 6, notées de 7 à 12) et l’expression de la LucF est suivie par BLI 10 min après l’injection 

de luciférine à différents temps après EP. 

 

 

La Figure 62 indique que l’EP des ARN 5UTR-LucF-polyA permet également 

l’obtention d’un signal BLI après l’EP. La cinétique est comparable à celle des ARN 5UTR-

LucF-3UTR. Le signal est détecté jusqu’à 24h après l’EP puis disparaît à 48h à l’exception 

d’une souris. Le niveau d’expression de la LucF est plus important que celui obtenu avec les 

ARN 5UTR-LucF-3UTR. En effet, le maximum d’intensité du signal est proche des 45 000 

photons, alors que le maximum n’avoisine que les 25 000 photons dans le cas des ARN 

5UTR-LucF-3UTR. Ce niveau d’expression de la LucF pour les ARN 5UTR-LucF-polyA 

pourrait être du à la présence de la queue polyA, qui joue un rôle protecteur contre la 

dégradation de l’ARN, et qui intervient dans le processus de recrutement des ribosomes 

essentiels à la traduction de l’ARN en protéine.  
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Figure 63 : Suivi par BLI de l’expression de la LucF après EP intra-dermique d’ARN  

cap-LucF-polyA 

Les molécules d’ARN (14 x 10
12

 molécules dans 10 µL de PBS) ont été électroporées (200 V / 

cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) en intra-dermique sur les pattes gauches de souris C57BL/6 

(n = 6, notées de 13 à 18) et l’expression de la LucF est suivie par BLI 10 min après 

l’injection de luciférine à différents temps après EP. Les résultats sont représentés selon une 

échelle logarithmique. 
 

 

 La Figure 63 indique que la traduction de la LucF a eu lieu après l’EP de l’ARNm in 

vivo. Nous pouvons distinguer 2 types de profils : 

- Le premier concerne les 4 souris numérotées de 15 à 18. Ce profil d’expression est similaire 

à ceux obtenus après EP des ARN 5UTR-LucF-3UTR (Figure 61) et 5UTR-LucF-polyA 

(Figure 62). L’expression de la LucF est relativement constante pendant 24h, décroît à 48h 

puis disparaît 120h après l’EP. Les niveaux d’expression obtenus sont compris entre 5 000 et 

240 000 photons.  

- Le second profil concerne les souris numérotées 13 et 14 pour lesquelles l’intensité du signal 

est bien plus importante et atteint plus de 6 500 000 photons 20h après l’EP (souris n°13). 

Pour ces 2 souris, le signal BLI obtenu perdure jusqu’à 2 semaines après l’EP. 

 

L’EP des ARNm cap-LucF-polyA apparaît donc comme la plus efficace, aussi bien 

pour le niveau que pour la durée d’expression de la LucF. Ceci peut s’expliquer par la 

présence de la coiffe en 5’ de l’ARN qui permet la mise en œuvre de la traduction dite 

« dépendante de la coiffe ». Ce mécanisme traductionnel permet, au moyen de complexes 

protéiques, le rapprochement des 2 extrémités de l’ARNm. Cette « circularisation » de l’ARN 

facilite l’initiation de la traduction et le recyclage des ribosomes. 
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La Figure 64 illustre les signaux BLI obtenus pour chaque type d’ARN, 20h après EP. 

 

 

 
 

Figure 64 : Visualisation par BLI de l’activité de la LucF 20h après EP in vivo pour 3 types 

d’ARN différents  

Les molécules d’ARN (14 x 10
12

 molécules dans 10 µL de PBS) ont été électroporées en intra-

dermique (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) sur les pattes gauches de souris C57BL/6. 

Les acquisitions (vue dorsale) sont réalisées 20h après l’EP et 10 min après l’injection de 

luciférine en IP. L’image A correspond à l’EP de l’ARN 5UTR-LucF-3UTR (souris n°4), 

l’image B correspond à l’EP de l’ARN 5UTR-LucF-polyA (souris n°9) et l’image C concerne 

l’EP des molécules de cap-LucF-polyA (souris n°14). 

 

 

  Après avoir testé la faisabilité d’électroporer des molécules d’ARN in vivo, nous 

avons modulé le nombre de molécules électroporées en comparant 4 x 10
12

, 14 x 10
12

 et 49 x 

10
12

 molécules. Les signaux de BLI témoignant de l’expression de la LucF ont été détectés 

20h après l’EP. 
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Figure 65 : BLI de l’expression de la LucF après EP intra-dermique d’ARN  

Les molécules d’ARN (4 x 10
12

 en rose, 14 x 10
12

 en gris et 49 x 10
12

 molécules en vert ; 10 

µL de PBS) ont été électroporées (200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15) en intra-dermique 

sur les pattes gauches de souris C57BL/6. L’expression de la LucF observée par BLI 20h 

après EP et 10 min après l’injection de luciférine pour les ARN 5UTR-LucF-3UTR en A, 

5UTR-LucF-polyA en B et cap-LucF-polyA en C. 

 

 

 La Figure 65 représente le suivi de l’expression de la LucF après EP de différentes 

quantités d’ARN.  

La Figure 65 A indique le profil des signaux de BLI obtenus 20h après l’EP de 3 

quantités différentes d’ARN 5UTR-LucF-3UTR. L’EP de 4 x 10
12

 molécules ne permet 

d’obtenir un signal que pour 1 seule souris sur les 3 électroporées. Lors d’une EP de 49 x 10
12

 

molécules, un maximum supérieur à 85 000 photons a été obtenu (souris n°23) contre un 

maximum d’environ 20 000 photons pour 14 x 10
12

 molécules d’ARN électroporées. L’EP de 

49 x 10
12

 molécules permet donc une nette augmentation de l’intensité des signaux obtenus 

par rapport à l’EP de 14 x 10
12

 molécules. Pour l’EP des ARN 5UTR-LucF-3UTR, le signal 

est donc fonction du nombre de molécules électroporées. 

La Figure 65 B présente qu’une EP de 4 x 10
12

 molécules d’ARN 5UTR-LucF-polyA 

est moins efficace, aussi bien pour la possibilité d’observer un signal que pour l’intensité du 

signal. De manière surprenante, l’EP de 49 x 10
12

 molécules d’ARN ne permet pas 

d’améliorer l’intensité des signaux et la variabilité inter-souris reste importante. 

La Figure 65 C révèle une expression de la LucF quelle que soit la quantité d’ARNm 

électroporé (NB : échelle logarithmique des ordonnées). Par rapport aux 2 autres types 

d’ARN testés, l’EP de 4 x 10
12

 molécules d’ARN cap-LucF-polyA permet d’obtenir un signal 

BLI pouvant atteindre 500 000 photons (souris n°32). Le fait d’électroporer 49 x 10
12
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molécules n’améliore pas le niveau d’expression de la LucF puisqu’on obtient un maximum 

de 230 000 photons (souris n°34). Globalement, la dose de 14 x 10
12

 molécules reste la plus 

efficace, notamment grâce à quelques animaux présentant des niveaux d’expression 

notoirement élevés. 

 

Il semble donc que les processus moléculaires responsables de la traduction des ARN 

5UTR-LucF-3UTR ne soient pas saturés, et que l’augmentation du nombre de molécules 

disponibles dans les cellules augmente le niveau de traduction de la protéine LucF. Par contre, 

pour les ARN présentant une queue polyA, l’EP de 14 x 10
12

 molécules semble être la 

condition la plus favorable à la traduction. Nous avons également observé cette notion de 

saturation lors de l’EP d’ADN plasmidique. En effet, l’EP de 50 µg de plasmides s’est avérée 

globalement moins efficace que 5 µg. Cette constatation pourrait indiquer soit une saturation 

des processus moléculaires de traduction soit une toxicité des fortes concentrations en acides 

nucléiques. 

 

Enfin, nous avons suivi l’expression de la LucF par BLI après injection des différents 

ARN sans appliquer le courant électrique. Les souris ont été injectées avec 14 x 10
12

 

molécules de chaque ARN, puis l’expression de la LucF a été suivie par BLI à 20h après 

l’injection. 

 

 

 
 

Figure 66 : BLI de la LucF après injection de 14 x 10
12

 molécules d’ARN sans EP 

Les molécules d’ARN (14 x 10
12

 molécules dans 10 µL de PBS) ont été injectées en intra-

dermique sur les pattes gauches de souris C57BL/6 (histogrammes orange) puis ont été 

électroporées (histogramme en gris ; 200 V / cm ; 20 ms ; 1 Hz ; Tableau 15). L’expression 

de la LucF 20h après est suivie par BLI 10 min après l’injection de luciférine pour les ARN 

5UTR-LucF-3UTR en A, 5UTR-LucF-polyA en B et cap-LucF-polyA en C. 
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La Figure 66 représente les résultats obtenus à 20h après l’injection, temps qui s’avère 

être le moment d’expression maximal pour tous les ARN. Pour les ARN 5UTR-LucF-3UTR 

et 5UTR-LucF-polyA, des signaux BLI sont détectables mais ils sont plus faibles que ceux 

obtenus après une EP. En ce qui concerne les ARN cap-LucF-polyA, nous observons un 

signal BLI pour toutes les souris testées. Les niveaux sont comparables aux niveaux 

d’expression les plus faibles observés après EP, mais restent très inférieurs à ceux des 

animaux présentant des niveaux d’expression particulièrement élevés (souris n°13 et 14).  

L’injection seule d’ARN sans EP permet l’expression de la protéine LucF et la 

détection d’un signal BLI. Ce signal semble plus faible que ceux obtenus dans le meilleur des 

cas après l’application du champ électrique. Dans un certain nombre de cas, l’EP permet donc 

d’augmenter le niveau d’expression de la protéine d’intérêt dans les cellules.  

Nous avons vu dans le chapitre précédent la mise au point d’une méthode de suivi de 

l’efficacité de l’EP. Ce suivi pourrait être réalisé par l’EP simultanée du plasmide codant pour 

la protéine fluorescente mPlum (Figure 59) avec les ARN, pour permettre de déterminer 

l’efficacité de l’EP réalisée sur chaque animal en faisant l’hypothèse que les rendements 

d’électroporation pour l’ARN et l’ADN soient identiques. 

 

 

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence l’expression transitoire d’ARN in 

vivo. Nous avons montré que le niveau d’expression de la protéine peut être modulé en 

fonction de la nature des ARN et de la quantité injectée. L’injection d’ARN sans EP s’avère 

également efficace. Dans leur ensemble, les variations entre individu sont importantes quant à 

l’efficacité de la traduction suggérant une optimisation des conditions expérimentales. 

Cependant, l’expression intense et prolongée observée sur 2 animaux après EP d’ARN coiffés 

et poly-adénylés révèle toute la potentialité de cette approche.  
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5. Conclusions et discussion 
 

Contrôle de l’inhibition génique in vivo 

  

Le premier objectif de ce travail de thèse a été de démontrer in vivo la faisabilité 

d’induire et de contrôler une inhibition génique grâce à l’utilisation d’un promoteur thermo-

inductible contrôlant la biogénèse de miARN synthétiques. 

Nous avons choisi comme gène cible la LucF pour permettre un suivi efficace in vivo 

par imagerie de bioluminescence. L’étude a été effectuée en 3 étapes successives. La première 

a consisté à évaluer l’efficacité du miRLuc pour inhiber l’expression du gène rapporteur de la 

LucF in vitro. La seconde étape a été de placer le miRLuc sous le contrôle transcriptionnel du 

promoteur thermo-sensible Hsp70B pour induire l’inhibition in vitro puis in vivo. Le but de la 

troisième étape a été de proposer et d’évaluer différentes pistes pour l’optimisation de la 

stratégie. 

 

Faisabilité du modèle 

Notre stratégie d’inhibition de l’expression d’un gène est basée sur l’utilisation du 

mécanisme de l’ARN interférence faisant intervenir les miARN. L’introduction simultanée 

dans des cellules tumorales humaines in vitro par transfection de la LucF et du miRLuc a 

permis d’obtenir une inhibition efficace de l’expression de la LucF. Le miRLuc s’est avéré 

également capable d’inhiber efficacement l’expression de sa cible lorsque cette dernière est 

surexprimée de façon constitutive dans une lignée cellulaire génétiquement modifiée. Cette 

inhibition a également pu être visualisée in vivo par électroporation intra-tumorale d’un 

plasmide contenant une cassette d’expression constitutive du miRLuc dans une tumeur 

exprimant la LucF. Il est cependant envisagé de réitérer ces expérimentations sur un nombre 

plus important d’animaux. En outre, ces résultats ont démontré que l’inhibition pouvait être 

visualisée in vivo par imagerie de bioluminescence.  

Concernant le mode d’action du miRLuc, l’analyse par RT-PCRq a montré une 

diminution de la quantité d’ARNm de la LucF corrélée à la biogénèse du miRLuc. Ce miARN 

est parfaitement complémentaire avec la séquence cible présente sur l’ARNm de la LucF. Nos 

résultats, en accord avec les modèles consensuels actuels, indiquent une dégradation du 

transcrit ciblé. C’est cette dégradation qui serait responsable dans notre étude de l’inhibition 

génique observée. 

 

Afin d’induire l’inhibition génique à la demande, nous avons choisi l’utilisation du 

promoteur thermo-inductible Hsp70B. Une étude réalisée in vitro sur des cellules de rongeurs 

par transfection transitoire avait montré que le miRLuc placé sous le contrôle  transcriptionnel 

du promoteur Hsp70B permettait d’induire l’inhibition de la LucF (Yang and Paschen, 2008). 

Nos résultats dans ce domaine sont similaires et nous ont incité à générer des lignées stables 

utilisables in vitro et susceptibles de porter le projet in vivo.  
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La réponse au choc thermique est complexe et multi-factorielle. L’élévation de la 

température active non seulement le promoteur exogène qui contrôle la biogénèse du miRLuc 

mais aussi les promoteurs endogènes responsables de la synthèse des protéines chaperons 

HSP70 (Fortin et al., 2012). Le choc thermique entraîne une cascade d’évènements 

cellulaires, y compris l’arrêt temporaire de la plupart des synthèses protéiques (Carper et al., 

1987). Enfin, les protéines HSP70, par leur effet chaperon, agissent sur la stabilité des 

protéines cellulaires, y compris sur la protéine cible LucF. Dans ce contexte, il a été 

nécessaire de ne pas induire de biais concernant l’effet de l’hyperthermie pour ne visualiser 

que l’effet du miRLuc dans nos expérimentations. Pour cela, nous avons généré une lignée 

cellulaire transformée dont les caractéristiques sont identiques à celles de la lignée 

expérimentale avec pour seule différence la production d’un miARN neutre (nommé 

miRneg). De plus, l’insertion du gène cible de la LucF par recombinaison au site FRT a 

montré des niveaux d’expression comparables pour les deux lignées.  

Dans un premier temps, sur la base des travaux du laboratoire (Deckers et al., 2009), 

l’activation du promoteur a été réalisée par une hyperthermie de 45°C pendant 8 min au bain-

marie. Cette activation s’est avérée efficace (à défaut d’être optimale) in vitro puis in vivo sur 

des tumeurs sous-cutanées. Nous avons pu mettre en évidence par BLI une inhibition de 

l’expression de la LucF pour 40% des souris testées. Cette inhibition a été obtenue selon des 

profils différents, notamment à 24h (40% des cas), à 46h (47% des cas) et même à 72h (13% 

des cas). Même si l’inhibition n’est ni systématique, ni quantitativement spectaculaire, nos 

résultats démontrent in vivo, dans un environnement complexe, la faisabilité de notre projet et 

la pertinence de nos choix. Nous avons jugé les résultats très encourageants mais perfectibles, 

aussi avons nous entrepris d’optimiser le protocole en analysant et modifiant divers points 

potentiellement critiques.   

 

Les points critiques 

Le premier point critique concerne l’activation thermique. Si l’objectif ultime consiste 

à utiliser un chauffage aux ultrasons focalisés guidés par IRM pour permettre le contrôle 

spatio-temporel, nous avons jusqu’à présent réalisé le choc thermique en plongeant les 

tumeurs dans un bain-marie. Outre sa simplicité de mise en œuvre et son faible coût, cette 

méthode active thermiquement l’ensemble de la tumeur, atout majeur pour notre étude de 

faisabilité. Cependant, des expérimentations récentes menées au laboratoire ont montré la 

difficulté de maîtriser la température en profondeur dans les tissus (Deckers et al., 2012). 

Nous avons pu constater pour des tumeurs de 350 mm
3
 une variation de 5°C entre la surface 

et le centre de la tumeur (n = 3) après un chauffage au bain-marie (45°C ; 8 min). Cette 

observation est probablement due à la géométrie du chauffage (centripète), à la dispersion de 

la chaleur dans la tumeur, mais aussi à la vascularisation du tissu tumoral. De plus, nous 

avons choisi d’implanter la tumeur exprimant le miRLuc et la tumeur contrôle sur la même 

souris. Ce choix permet une comparaison simultanée des 2 tumeurs par BLI concernant 

l’expression de la LucF dont l’activité résulte de la même injection de substrat en IP. 

Cependant, bien que les cellules soient injectées selon les mêmes conditions expérimentales, 

la croissance tumorale diffère d’une patte à l’autre pour une même souris. Ce choix ne permet 

donc pas une étude sur un volume tumoral défini. Enfin, il faut prendre en compte la thermo-
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régulation mise en œuvre par l’organisme face au stress provoqué par l’hyperthermie. 

L’homéostasie maintient ou rétablit les constantes physiologiques lors de variations du milieu 

extérieur et s’oppose à l’hyperthermie expérimentale. Pour toutes ces raisons, le chauffage, 

point critique de notre modèle, a été examiné. Nous avons pu montrer qu’en augmentant la 

dose thermique, l’inhibition était plus efficace in vitro. Une activation de 45°C pendant 20 

min s’avère plus efficace pour déclencher l’ensemble des processus moléculaires dépendant 

des promoteurs Hsp70 : la transcription des ARNm Hsp70 endogènes est augmentée, de 

même que l’expression des gènes rapporteurs codant pour la LucR et l’EmGFP. Cependant, 

les images de fluorescence après hyperthermie montrent l’hétérogénéité du chauffage. Nous 

constatons en effet la présence de cellules non fluorescentes dans les conditions optimales 

d’activation. La réponse au choc thermique in vitro est donc relativement hétérogène. Pour 

déterminer s’il s’agit d’une hérérogénéité cellulaire (les lignées sont polyclonales) ou d’une 

héréogénéité de chauffage au bain-marie, le travail sera poursuivi. Un tri cellulaire en 

cytométrie de flux basé sur l’expression de l’EmGFP après activation thermique pourrait 

permettre de réduire l’hétérogénéité cellulaire. Ainsi, les cellules positives pour la 

fluorescence de l’EmGFP seraient sélectionnées pour générer des tumeurs in vivo. La réponse 

inhibitrice souhaitée pourrait alors être améliorée. L’application de ces nouveaux paramètres 

d’activation thermique in vivo constitue ainsi la première perspective à ce travail. 

 

Le second point critique concerne le nombre et la position des séquences ciblées par 

les miARN. A partir des données de la littérature, une séquence cible supplémentaire du 

miRLuc dans le 3’UTR de l’ARNm de la LucF a été introduite pour tenter d’améliorer 

l’inhibition. Nous avons pu démontrer in vitro cette amélioration. Dès lors, nous avons généré 

de nouvelles lignées stables dites « double cibles ». Ces lignées seront désormais utilisées 

pour la poursuite de ce travail. 

  

Ainsi, l’étude in vivo pourra être menée en associant les optimisations concernant les 

paramètres d’activation thermique et l’augmentation du nombre de cibles pour tenter 

d’accroître l’effet inhibiteur par le miRLuc.  

 

 

Une activation inductible, transitoire et modulable 

Nos résultats confirment les données de la littérature concernant l’activité inductible et 

transitoire du promoteur Hsp70B. Ces caractéristiques constituent un réel avantage face aux 

phénomènes de toxicité redoutés dans le cas de la mise en place d’une stratégie thérapeutique. 

En effet, le transgène peut être activé à la demande et son expression est limitée dans le 

temps. De plus, nos résultats confirment que l’activation du promoteur Hsp70B est modulable 

en fonction de la dose thermique appliquée in vitro. Cette constatation a également été mise 

en évidence in vivo (Deckers et al., 2012). Cette modulation permet d’adapter l’activation du 

promoteur à l’effet thérapeutique escompté.  
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Potentialités du modèle 

La construction moléculaire que nous avons utilisée permet de combiner 

simultanément l’expression de miARN synthétiques et une surexpression génique. La 

surexpression est matérialisée dans notre modèle par l’expression de l’EmGFP co-cistronique 

aux miARN. Le gène de l’EmGFP est placé sous le contrôle du même promoteur thermo-

inductible que les miARN et nous avons pu suivre la réalité de son expression. La 

surexpression est également possible en utilisant un deuxième promoteur Hsp70B susceptible 

de contrôler l’expression d’un gène comme nous avons pu le montrer avec la LucR. Dans 

notre étude, le suivi de la LucR par BLI nous a permis d’obtenir un témoin de l’efficacité 

d’activation du promoteur après hyperthermie et donc de suivre l’efficacité de la stratégie. 

Notre modèle permet aussi l’expression simultanée de plusieurs séquences de miARN. Nous 

avons retenu l’expression de 4 copies identiques mais le vecteur d’expression permet 

d’inclure plusieurs miARN différents. Ainsi, il est possible d’envisager d’induire 

simultanément la traduction de plusieurs protéines d’intérêt et d’inhiber l’expression de 

plusieurs gènes. Cette propriété est particulièrement adaptée à la thérapie génique puisque 

généralement plusieurs déterminants moléculaires sont à l’origine de la maladie. Ainsi, dans 

un contexte tumoral, notre technique pourrait permettre de pallier simultanément à la 

surexpression et à la sous-expression de plusieurs de ces déterminants. 

 

Perspectives d’adressage du système aux cellules cibles 

Notre stratégie expérimentale, reposant sur l’utilisation de lignées de cellules 

tumorales modifiées génétiquement pour contenir l’ensemble des acteurs (cible, miARN et 

autres gènes rapporteurs), nous a permis de mesurer efficacement l’inhibition de l’expression 

génique. Notre modèle néglige cependant les problèmes d’adressage du vecteur thérapeutique. 

Le contrôle de l’expression génique, grâce à l’utilisation d’un promoteur thermo-sensible, est 

compatible avec les vecteurs viraux (Silcox et al., 2005) ou les vecteurs cellulaires (Eker et 

al., 2011; Fortin, 2011). Cependant, à l’heure actuelle, la compatibilité de l’expression 

thermo-inductible avec les méthodes physiques d’adressage comme la sonoporation et 

l’électroporation n’a jamais été envisagée. C’est dans cette perspective que le laboratoire a 

fait l’acquisition d’un système d’EP in vivo et développe des projets en collaboration avec le 

Dr. Muriel Golzio (IPBS, Toulouse), en particulier dans le domaine de l’EP en intra-tumorale 

et le couplage avec l’hyperthermie par ultrasons focalisés. C’est dans ce contexte que nous 

avons étudié l’effet de l’EP sur la souris Hsp-LucF (NLF1). Nous avons ainsi pu montrer que 

les courants nécessaires à l’EP n’activaient pas le promoteur Hsp70B murin in vivo, et donc 

que l’activation ultérieure du promoteur pouvait être envisagée (Projet Aquitaine / Midi 

Pyrénées, 2013-2014). Malgré la faible efficacité de l’EP intra-tumorale, nous avons testé la 

faisabilité d’électroporer des miARN sous contrôle d’un promoteur constitutif dans une 

tumeur exprimant la cible. In vivo, le miRLuc électroporé s’avère efficace pour inhiber 

l’expression de la LucF dans les cellules tumorales et cette inhibition a été détectée par BLI. 

D’autre part, pour mesurer l’efficacité de l’EP, nous avons testé la possibilité d’électroporer le 

gène codant pour la protéine mPlum qui a permis d’obtenir des résultats très favorables quant 

à son utilisation. Ainsi, l’EP simultanée du gène de la protéine mPlum pourrait permettre le 

suivi de l’efficacité de la méthode d’adressage. Notre système, comprenant le miARN 
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contrôlé par le promoteur thermo-inductible, pourrait ainsi être électroporé dans une tumeur 

modifiée pour exprimer la LucF de façon constitutive. Le suivi de la bioluminescence après 

EP puis après activation thermique pourrait permettre d’obtenir et de visualiser l’inhibition 

génique souhaitée.  

 

Perspectives pour un contrôle de l’inhibition génique dans le temps et dans l’espace 

Le promoteur Hsp70B permet le contrôle spatio-temporel de l’expression ou de 

l’inhibition génique dès lors que la méthode de chauffage est elle-même définie dans le temps 

et dans l’espace. Les ultrasons focalisés guidés par imagerie de résonance magnétique 

(MRgHIFU) offrent de telles potentialités. Ils permettent un dépôt de chaleur localisé non 

invasif, y compris dans les organes profonds, et l’IRM de température offre la possibilité de 

contrôler en temps réel la température au point focal. Un système d’asservissement 

automatique en temps réel effectue le contrôle automatique de la puissance des ultrasons 

focalisés en fonction des données de l’IRM autorisant des élévations de température avec une 

précision de +/- 1°C. La faisabilité de l’activation du promoteur Hsp70B par MRgHIFU pour 

permettre le contrôle spatio-temporel de l’expression d’un gène a déjà été démontrée sur des 

tissus sains (Deckers et al., 2009) ou via des vecteurs cellulaires d’adressage (Eker et al., 

2011; Fortin, 2011). Dans des tumeurs, une première démonstration de faisabilité a été 

réalisée mais associée à un suivi destructif de l’expression génique (Guilhon et al., 2003). 

Dans la perspective de coupler notre projet de contrôle de l’inhibition génique avec le 

contrôle spatio-temporel par MRgHIFU, des expériences préliminaires ont été réalisées au 

laboratoire sur des tumeurs U87 modifiées génétiquement pour exprimer la LucF sous le 

contrôle du promoteur Hsp70B et implantées en sous-cutanée sur des souris 

immunodéficientes. La Figure 67 présente la faisabilité du protocole.  

 

 

 
 

Figure 67 : Hyperthermie réalisée aux ultrasons focalisés guidés par IRM de température 

 (Courtoisie de C. Genevois, M. Lepetit-Coiffé, P-Y Fortin et F. Couillaud, non publié) 

Tumeur U87 Hsp-LucF implantée sur la patte droite d’une souris Nude. (A) Image de 

bioluminescence avant hyperthermie et (B) après une hyperthermie (45°C ; 8 min) par 

ultrasons focalisés guidés par IRM de température.  
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La mise en œuvre du contrôle de l’inhibition de l’expression des miARN activable par 

MRgHIFU n’a pas été réalisée dans ce travail de thèse pour deux raisons. La première est liée 

au temps nécessaire à la construction des outils moléculaires et cellulaires et à l’optimisation 

des conditions expérimentales. La seconde a été dépendante de la réorganisation de la 

plateforme expérimentale bordelaise et de l’absence d’équipement MRgHIFU qui ont rendues 

la technologie inaccessible depuis 2011. Les résultats de notre travail montrant la faisabilité 

de l’approche par les miARN et l’acquisition en cours d’un nouvel équipement MRgHIFU 

(Région Aquitaine, Equipement d’Avenir, France Life Imaging, Labex TRAIL) permettent 

d’envisager la réalisation prochaine du couplage. 

 

L’électroporation intra-cérébrale et perspectives 

Dans ce manuscrit, nous montrons également la possibilité de mettre en œuvre l’EP en 

intra-crânien. Les résultats que nous avons obtenus sont encourageants et, bien que 

préliminaires, montrent la faisabilité d’induire l’expression génique en orthotopique sur une 

tumeur profonde grâce à l’EP. L’originalité de notre approche repose sur le placement 

d’électrodes plates de part et d’autre du crâne d’une souris adulte, seule l’injection d’ADN est 

invasive. Les résultats obtenus sont encourageants et permettent d’envisager de transfecter 

une tumeur profonde grâce à l’EP. La résolution spatiale du procédé est à l’intersection du 

champ électrique et de la zone de diffusion de l’acide nucléique après injection. Elle pourrait 

être affinée ultérieurement par l’utilisation d’électrodes dites « aiguilles » permettant 

d’appliquer le courant électrique directement sur la zone injectée. L’EP intra-crânienne 

pourrait également être envisagée en utilisant des ARN (Cf. 4.5) ainsi que les miARN de 

notre étude (Cf. 4.4.3). 

 

Le potentiel thérapeutique des miARN est considérable et fait l’objet d’une littérature 

abondante. Ces travaux ouvrent des perspectives intéressantes à notre travail. Pour ne citer 

que les glioblastomes, compte tenu du modèle cellulaire que nous avons utilisé, de nombreux 

miARN sont dérégulés positivement ou négativement (González-Gómez et al., 2011; 

Chistiakov and Chekhonin, 2012). Ces tumeurs gliales malignes de grade IV constituent la 

forme la plus fréquente des tumeurs primitives du système nerveux. La survie globale est 

estimée à 4 mois en l’absence de traitement, et la médiane de survie est de l’ordre de 12 à 15 

mois avec un traitement multimodal (chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie). En plus de la 

localisation cérébrale qui rend le traitement par chirurgie délicat, les glioblastomes de haut 

grade sont des tumeurs très invasives, compliquant ainsi la résection totale de la tumeur. Des 

études ont montré l’impact de certains acteurs de la régulation post-transcriptionnelle sur la 

prolifération et l’invasion des cellules cancéreuses. Le rôle des miARN nommés miR-7 (Wu 

et al., 2011) et miR-137 (Chen et al., 2012) ont été déterminés dans les cellules U87. Dans ces 

cellules, leur expression permet d’inhiber les phénomènes de migration et d’invasion 

cellulaires. Les cibles de ces miARN sont des régions situées dans le 3’UTR de l’ARNm de la 

protéine FAK (focal adhésion kinase) pour miR-7 et de l’ARNm de Cox-2 (cyclooxygenase-

2) pour le miR-137. Ces protéines sont en effet impliquées dans la migration et la 

prolifération cellulaire. Les miARN, de par leurs fonctions de régulation de l’expression des 

gènes, peuvent donc avoir des actions de suppresseurs de tumeurs. Les outils moléculaires que 
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nous avons développés combinés à la méthode d’adressage par EP, nous permettraient de 

tenter de restaurer les fonctions des miARN miR-7 et miR-137 dans le contexte de tumeurs 

U87 chez la souris. Notre vecteur permet en effet d’induire l’expression simultanée de 

plusieurs miARN différents. L’action de ces miARN sur l’expression des gènes responsables 

de la migration et de l’invasion tumorale pourrait être suivie in vivo en position ectopique. En 

utilisant des tumeurs U87 CMV-LucF modifiées de façon à ce que la biogénèse de ces 

miARN soit contrôlée par le promoteur Hsp70B, nous pourrions envisager d’étudier l’impact 

de l’activation de la biogénèse des miR-7 et miR-137 à différents stades dans la progression 

tumorale. En se rapprochant d’un contexte plus physiologique, l’EP de ces miARN dans une 

tumeur U87 CMV-LucF en position intra-cérébrale pourrait permettre d’étudier la migration 

et l’invasion des cellules in vivo par BLI. 

 

Les potentialités offertes par l’EP intra-crânienne comme stratégie d’adressage ne se 

limitent pas aux cancers. Par exemple, l’application de cette méthode pourrait être mise en 

œuvre dans le cadre des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer. 

Différents gènes ont été retrouvés comme impliqués dans cette maladie (Koren et al., 2009) 

qui est caractérisée par la formation d’une agrégation protéique formant des plaques 

amyloïdes. Des mutations du gène PSEN1 codant pour la protéine à activité gamma-sécrétase 

PS1 (presenilin-1) sont à l’origine du clivage anormalement élevé de la protéine APP 

(amyloid precursor protein). Cette protéine joue un rôle dans la plasticité neuronale et, 

lorsqu’elle est clivée, conduit à la formation des plaques amyloïdes. L’implication de la 

protéine tau (tubule-associated unit) a également été démontrée. Cette protéine associée aux 

microtubules intervient dans leur polymérisation et leur stabilité. Des agrégats de cette 

protéine tau sont à l’origine d’une neurotoxicité provoquant une dégénérescence 

neurofibrillaire. A ce jour, différentes stratégies ont été mises en place pour réduire la 

formation des plaques amyloïdes ou inhiber l’agrégation de la protéine tau. Un modèle 

d’étude intéressant pour cette maladie est la souris 3xTg-AD (Oddo et al., 2003) qui possède 

des mutations dans les gènes des protéines tau, APP et PS1. Cette souris triple-transgénique a 

la particularité de développer des plaques amyloïdes ainsi qu’une dégénérescence 

neurofibrillaire similaires à celles constatées dans la maladie d’Alzheimer chez l’Homme. Ce 

modèle d’étude fait désormais partie de plusieurs protocoles (Oddo et al., 2004; Filali et al., 

2012). Le travail d’EP en intra-cérébral mené pour ces travaux de thèse pourrait s’avérer être 

une piste intéressante pour l’adressage d’acides nucléiques dans des zones cérébrales de ces 

souris triples transgéniques. Une méthode d’EP intra-cérébrale de gènes codants pour des 

protéines tau, APP et PS1 fonctionnelles en association avec des ARN interférents ciblant les 

ARNm des protéines non fonctionnelles, pourrait être envisagée. Après l’EP, l’étude de la 

présence de plaques amyloïdes et d’une dégénérescence neurofibrillaire permettrait de 

mesurer la progression de la maladie chez les souris triples-transgéniques. 
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Thérapie génique et ARNm 

 

La deuxième partie de ce travail de thèse avait pour objectif de tester in vivo l’EP 

d’ARN et de suivre leur expression par imagerie de bioluminescence.   

L’ARNm est une molécule décrite comme fragile et vulnérable aux dégradations 

enzymatiques par les RNases. Son utilisation est donc rarement envisagée pour des stratégies 

in vivo. Pourtant, contrairement à l’ADN, l’ARNm présente un certain nombre d’avantages. 

Les ARNm sont exprimés dans le cytoplasme, l’obstacle représenté par la barrière nucléaire 

n’est donc plus à franchir. De plus, ils ne présentent aucun risque d’intégration non désirée 

dans le génome de la cellule hôte et leur expression est typiquement transitoire. Enfin, 

l’ARNm est directement traduit et ne dépend donc pas des mécanismes complexes de 

transcription et d’export nucléaire. Les doutes quant à l’utilisation des ARNm pour des 

perspectives thérapeutiques concernent leur efficacité en relation avec leur dégradation 

supposée très rapide et l’impossibilité de moduler leur expression en l’absence de promoteur.  

Cependant, certaines approches thérapeutiques récentes proposent l’utilisation des 

ARNm. Certaines d’entre elles concernent l’emploi des ARN pour la vaccination en utilisant 

les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques sont des actrices du système immunitaire et 

jouent le rôle de présentatrices d’antigènes. Ainsi, l’EP des cellules dendritiques in vitro avec 

un ARNm codant pour un antigène permet, après leur ré-administration dans l’organisme, une 

stimulation du système immunitaire (Tavernier et al., 2011). En effet, ces ARNm sont 

reconnus par les récepteurs TLRs (Toll-like receptors) TLR7 et TLR8 qui permettent d’initier 

la réponse immunitaire (Yamamoto et al., 2009). Quelques travaux rapportent l’utilisation 

d’ARN in vivo en les couplant avec des lipides cationiques (Anderson et al., 2003) ou par EP 

intra-dermique (Johansson et al., 2012). Dans cette dernière étude, les ARN utilisés 

possédaient un fort pouvoir immunogène dans le cadre d’une stratégie d’immunothérapie. Un 

ARNm codant pour la LucF, utilisé comme témoin, n’induisait pas de réponse immunitaire. 

L’expression des ARNm codant pour la LucF n’était pas visualisée par imagerie dans cette 

étude et l’activité enzymatique de la LucF obtenue était faible.  

 

Outre notre intérêt général pour l’utilisation des ARNm in vivo dans le cadre des 

thérapies géniques et de l’imagerie, nous avions également un intérêt particulier pour 

l’adressage des ARN viraux dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Michel 

Ventura ((Laboratoire de Microbiologie Cellulaire et Moléculaire et Pathogénicité, UMR 

5234, Bordeaux). Le projet consiste à délivrer aux hépatocytes infectés par le virus de 

l’hépatite C (VHC) des ARN artificiels de types viraux non-codants qui permettent la 

synthèse de protéines anti-virales exclusivement dans les cellules infectées. Ces cellules, 

contrairement aux cellules saines, expriment les protéines du complexe de réplication capable 

de synthétiser l’ARN codant (dit « positif ») à partir d’ARN non codant (dit « négatif ») 

(Bitard et al., 2010). In vivo, la démonstration de faisabilité de cette approche passe par la 

possibilité d’adresser des ARN aux cellules infectées. Dans le cadre de ce travail, nous avons 

évalué les performances de l’EP en utilisant un ARN positif codant pour la LucF en réalisant 

un suivi par BLI. Les ARN comportent la séquence codante de la LucF encadrée par les 2 

régions non traduites du VHC. Ce type de construction permet l’étude de la réplication virale 
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mais peut également, après transfection dans des cellules in vitro, aboutir à l’expression de 

protéines d’intérêt. Il est à noter que dans ce contexte, la traduction des protéines ne dépend 

pas des facteurs traductionnels cap-dépendants de la cellule puisque la région 5’UTR possède 

une activité IRES (Honda et al., 1996) assurant la traduction des protéines. De plus, la région 

3’UTR (Isken et al., 2007) semble être impliquée dans la régulation traductionnelle du virus 

(Song et al., 2006) en interagissant avec l’IRES porté par le 5’UTR. La synthèse protéique 

peut donc intervenir même lorsque la cellule est dans un état de quiescence où son 

métabolisme protéique est réduit.  

L’étude menée dans ce travail nous a permis de comparer l’efficacité de l’EP intra-

dermique de plusieurs types de molécules d’ARN. Cette efficacité est très variable et 

hétérogène, elle pourrait s’expliquer par l’utilisation de conditions d’EP qui mériteraient 

d’être optimisées. Néanmoins, nous avons pu montrer pour la première fois le suivi par BLI 

de l’expression de la LucF in vivo chez la souris à partir d’ARN. Les ARN coiffés et 

polyadénylés (cap-LucF-polyA) se révèlent être les plus efficaces pour leur détection in vivo. 

En particulier, nous avons observé des expressions très intenses et persistantes jusqu’à 2 

semaines après l’EP. La demi-vie de la LucF est de l’ordre de 3h in vitro (Thompson et al., 

1991) et in vivo, la détection de son activité enzymatique ne dépasse pas 24h (Fortin et al., 

2012, soumis). Nos observations impliquent donc une grande stabilité des ARN cap-LucF-

polyA in vivo. Les ARN de types viraux (5UTR-LucF-3UTR) sont, quant à eux, beaucoup 

moins efficaces, mais la détection de l’expression de la LucF reste néanmoins possible. Il est 

important de noter qu’il semble que nous ayons atteint des doses saturantes pour les ARN 

poly-adénylés (5UTR-LucF-polyA et cap-LucF-polyA) alors que pour les ARN viraux, la 

détection du signal bioluminescent augmente en fonction du nombre de copies d’ARN 

électroporées. Cette différence de comportement pourrait résulter de l’utilisation de 

différentes voies traductionnelles des ARN qui sont cap-dépendantes ou IRES-dépendantes. 

Par ailleurs, l’injection d’ARN sans EP s’avère également efficace et pourrait aussi offrir des 

perspectives thérapeutiques.  

En conclusion, nous avons montré la possibilité d’électroporer des ARN in vivo. 

L’expression est transitoire et peut être ajustée en modulant le nombre de molécules 

électroporées.  
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