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' Introduction



Le cancer est une maladie génétique résultant d'événements multiples de mutations.
Ces mutations affectent le fonctionnement normal d'une cellule de sorte qu'elle devient
immortelle c'est-a-dire qu'elle est capable de se diviser de fagon illimitée et indépendante
des régulations cellulaires normales qui limitent la croissance et la division cellulaire.

Elle devient invasive en se propageant a d'autres tissus et forme des métastases. La
division clonale en masse des cellules cancéreuses donne naissance a une tumeur. Les
tumeurs ne mettent pas nécessairement la vie en danger et peuvent se produire chez les
plantes et les animaux. Les cancer chez les animaux, cependant, sont des maladies
caractérisées par la prolifération et la division cellulaires non contrdlées des cellules
anormales dans l'autre tissue. L'oncogenése est le processus par lequel une cellule
normale devient cancéreuse. L’oncologie est 1'étude du cancer. Un néoplasme est une
population des cellules potentiellement cancéreuses se divisant de fagon incontrdlée. Si
le néoplasme est confiné & son point d'origine et n’a pas tendance a se reproduire aprés
déplacement, c'est néoplasme un bénin. S'ils provoquent des métastases a partir de son
emplacement d'origine, cela devient un néoplasme malin dangereux, certaines mutations
oncogene peuvent étre héréditaires et/ou induites par exposition environnement aux
agents mutagenes qui endommagent 'ADN. Les mutations oncogenes peuvent également
se produire spontanément. Un carcinogene est n'importe quel agent (par exemple, les
produits chimiques mutagénes, et certains virus) qui peut favoriser un état cancéreux.
Tous les carcinogenes sont supposés étre mutagenes, mais tous les agents mutagénes ne
sont pas carcinogenes (1). l

Le cancer du foie est le cinquiéme cancer en importance au monde et le troisiéme
cancer le plus meurtrier apres le cancer du poumon et de ’estomac. Toutefois, il atteint
le tout premier rang de mortalité tumorale en Asie ou I’incidence de ce cancer pour un
homme de I’Asie de I’Est est de 35,4 cas sur 100 000 alors qu’en Amérique du Nord, il
est de 4,1 cas sur 100 000.

Le traitement classique Provoque beaucoup d’effets secondaires causés, entre autres,
par la destruction de tissus sains, il a fallu penser & de nouvelles stratégies anti-tumorales
plus spécifiques et pouvant s’attaquer aux métastases. Puisque le cancer est
principalement reli€ Les traitements habituels contre le cancer n’étant pas toujours
efficaces et & des instabilités génétiques dues aux déréglements des génes contrdlant le
cycle cellulaire, un traitement permettant le transfert de génes dans les cellules saines ou
cancereuses pourrait étre une alternative a considérer. La thérapie génique peut donc étre
définie comme l'utilisation de matériel génétique pour obtenir un effet thérapeutique (19).

L'application de la transgenése sans doute la plus séduisante et la plus controversée se
trouve dans la thérapie génique humaine, le traitement des maladies génétique humaines
par l'addition de géne exogeéne de type sauvage pour corriger des fonctions déficientes
dues a des mutations.



“Chapitre 1

Mécanisme du
processus cancéreux



1. De la cellule saine vers la cellule maligne

La cellule est régie par une multitude de génes dont le réle principal est de maintenir
Iintégrité du génome et de contrdler la prolifération. La mutation de certains de ces
genes entraine une instabilité génétique menant a la dysfonction de la cellule et a sa
transformation en cellule tumorale. Plusieurs facteurs peuvent étre impliqués dans le
passage d’une cellule saine vers un état malin. On peut les regrouper en 6 catégories soit
Pactivation de signaux de croissance et des oncogénes, l'inhibition des signaux anti-
prolifératifs, I’inhibition de [’apoptose, I’immortalisation cellulaire, [’activation de
’angiogenese et I’invasion des tissus par les métastases (2). Tous ces facteurs contribuent
a la transformation maligne de la cellule. Toutefois, pris séparément, ces facteurs ne sont
pas suffisants pour transformer une cellule saine en cellule cancéreuse. C’est
’accumulation de transformations génétiques qui entraine progressivement la cellule vers
un état malin. Nous allons voir ici en quoi consistent ces six catégories d’altérations

génétiques et comment elles constituent un pas de plus vers la transformation maligne

(3)
1.1. Activation des signaux de croissance et des oncogénes

Les cellules normales dépendent de la présence de signaux de croissance pour passer
du stade de quiescence a la prolifération. Ces signaux sont captés par les récepteurs trans-
membranaires et proviennent soit de facteurs de croissance, soit des composantes de la
matrice extracellulaire, soit de molécules d’interaction et d’adhésion entre les cellules.
Pour entrer dans un stade de prolifération, la cellule doit donc recevoir des signaux
exogenes (2). Les cellules cancéreuses quant a elles ont acquis une certaine indépendance
face aux signaux extérieurs. En effet, elles produisent leurs propres signaux de croissance
pour lesquels elles sont sensibles créant ainsi une stimulation autocrine(3). Il a d'ailleurs
été démontré que plusieurs oncogénes pouvaient imiter ces signaux, promouvant ainsi la
prolifération cellulaire (2). Les cellules malignes peuvent agir €galement a deux autres
niveaux pour acquérir une autonomie face aux signaux de croissance, soit au niveau des
récepteurs liant ces signaux, soit sur le cheminement de ces signaux a I’intérieur de la
cellule. Concernant les récepteurs membranaires, ils peuvent étre la cible de la
dérégulation par leur surexpression. En effet, en augmentant le nombre des récepteurs des
signaux de croissance, on augmente par le fait méme le nombre de signaux captés par la~
cellule favorisant ainsi la prolifération cellulaire (3). Les cellules cancéreuses peuvent
aussi changer le type de récepteurs pour la matrice extracellulaire qu'elles expriment
privilégiant ainsi ceux qui transmettent les signaux de croissance (4). Par exemple,
l'augmentation des intégrines stimule la prolifération puisque la liaison de ces récepteurs
a la matrice extracellulaire permet de transmettre des signaux au cytoplasme qui
favorisent la division cellulaire, la résistance a 1’apoptose et l'entrée de la cellule en cycle
actif (5). Les cellules cancéreuses peuvent également agir au niveau des voies
signalétiques a I’intérieur de la cellule. Par exemple, les récepteurs des facteurs de
croissance ainsi que les intégrines peuvent activer la voie SOS-Ras-Raf-MAP kinase
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menant & la prolifération cellulaire (3,4). Pour terminer, tout comme les cellules
normales, les cellules cancéreuses peuvent aussi transmettre leurs signaux de croissance
aux cellules voisines normales favorisant ainsi la dérégulation de leur prolifération et par
le fait méme permettre ’expansion de la tumeur (2).

1.2. Inhibition des signaux anti-prolifératifs

Une autre fagon pour la cellule cancéreuse d’activer la prolifération est par
inactivation des facteurs suppresseurs de tumeur. Ces signaux anti-prolifératifs ont,
entre autres, la fonction de maintenir les cellules en phase quiescente et I’homéostasie
dans les tissus. Ces signaux proviennent généralement soit de la cellule elle-méme, soit
des cellules environnantes ou de la matrice extracellulaire et sont transmis a la cellule par
les récepteurs membranaires qui les transmettent & leur tour aux circuits intracellulaires.
Il existe deux fagons par lesquelles les signaux anti-prolifératifs peuvent empécher la
multiplication cellulaire. Tout d’abord en maintenant la cellule en G, dans un stade
quiescent ou en forgant sa différenciation. La premiére méthode peut étre réversible alors
que la différenciation est permanente. Pour pouvoir proliférer, les cellules cancéreuses
peuvent s’attaquer directement aux constituants moléculaires contrdlant le cycle
cellulaire comme par exemple, la voie impliquant la protéine du rétinoblastome (pRB).
Cette protéine, lorsqu’elle n’est pas phosphorylée, séquestre le facteur de transcription
E2A qui contréle I’expression des génes impliqués dans le passage de la cellule de la
phase G, a la phase S (7). La phosphorylation de pRB libérera E2A permettant ainsi la
prolifération des cellules. Cette phosphorylation peut étre prévenue par le signal soluble
TGFB qui active la synthése des protéines pl5 et p21 qui, quant a elles, inhibent les
complexes cycline:CDK responsables de la phosphorylation de pRB (Figure 1) (8,9).

Cette voie de contrdle du cycle cellulaire peut étre interrompue & plusieurs niveaux.
Tout d’abord, une dysfonction des récepteurs des signaux du TGFB peut étre observée
dans certains types de tumeurs. L'expression de la protéine cytoplasmique Smad4 qui
transmet le signal du récepteur TGFf aux cibles subséquentes peut étre inhibée par la
mutation de son geéne tout comme la protéine pl5 alors qu’une mutation dans le géne de
CDK4 peut rendre cette protéine insensible & 1’action de pl5 lui permettant ainsi
d’inactiver pRB. Finalement, le geéne de pRB peut étre muté I’empéchant ainsi de lier
E2A ce qui permet [’entrée de la cellule en phase S et donc sa prolifération (11, 12,13).

Un deuxieme constituant moléculaire controlant le cycle cellulaire auquel les cellules
tumorales peuvent s'attaquer est la protéine p53. Cette phosphoprotéine nucléaire agit
comme un facteur de transcription qui controle l'expression des protéines impliquées dans
le cycle cellulaire. Lorsque des dommages a 'ADN sont détectés, p53 commence a
s'accumuler dans le noyau et entraine l'arrét du cycle cellulaire par la voie
p21/WAFI/CIP1 donnant ainsi la chance a la cellule de réparer ces dommages. S'il
s'avere que les dommages a ['ADN soient trop importants, p53 induira l'apoptose, ou mort
cellulaire programmée, par une voie indépendante de la transcription ou dépendante
impliquant Bax et Fas. La perte de p53 permet la prolifération des cellules contenant des
anormalités engageant ainsi ces dernieres vers la voie menant au développement d'un
cancer. L'inactivation de p53 peut étre reliée a plusieurs mécanismes comme des
mutations directement dans son géne, sa séquestration par des onco-protéines virales ou
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cytoplasmique et du noyau. Le cytosol est alors libéré, les chromosomes sont dégradés, le
noyau est fragmenté et, pour finir, les débris cellulaires sont engloutis par les cellules
voisines. Plusieurs composantes sont impliquées dans la machinerie apoptotique. Tout
d’abord, il y a les récepteurs membranaires qui lient les facteurs de survie ou de mort
cellulaire. Ensuite, il y a des senseurs intracellulaires qui détectent la moindre anormalité
dans la cellule comme les dommages a I’ADN, le débalancement des signaux provoqués
par les oncogenes, le manque de facteurs de survie ou I"hypoxie. Un des éléments
importants de la machinerie apoptotique est la mitochondrie qui libére des cytochromes ¢
sous l’influence de plusieurs signaux apoptotique. Plusieurs membres de la famille de
Bcel-2 font partie de ces facteurs pro-apoptotiques comme Bax, Bak, Bid et Bim.
Toutefois, certains membres des Bcl-2 sont plutdt anti-apoptotique comme Bcl-2, Bel-XL
ou Bel-W. Le suppresseur de tumeur p53 fait aussi partie des facteurs pro-apoptotiques
en régulant positivement [’expression de Bax comme il a été¢ mentionné précédemment.
Finalement, font aussi partie de la machinerie apoptotique les caspases qui sont des
protéases intracellulaires; principalement la caspase 8 qui est activée par des récepteurs
de mort cellulaire comme FAS ou la caspase 9 activée par le cytochrome c et libérée par
la mitochondrie. Les caspases 8 et 9 activent plusieurs autres caspases qui vont participer
a la destruction de la cellule (Figure 1).

On peut donc dire que I’apoptose est un excellent mécanisme de défense de la cellule
pour protéger [’organisme contre le cancer. Par conséquent, des modifications d’un ou de
plusieurs éléments de la machinerie apoptotique augmentent énormément les risques de
développer une tumeur. Par exemple, I’inactivation de p53 qui est un facteur trés
important de la surveillance cellulaire est retrouvée dans plus de 50% des cancers chez
I’humain (14).

1.4. Immortalisation cellulaire

Cycle cellulaire, les téloméres & I’extrémité des chromosomes perdent 50 a 100 paires
de bases. Ceci est dii au fait que les ADN La cellule normale a une durée de vie limitée.
En effet, elle ne peut se diviser qu’un nombre limité de fois. Ce phénomeéne est expligué
par le fait qu’a chaque polymérases sont incapables de répliquer complétement
Pextrémité 3 de ’ADN chromosomique. Puisque le role du télomére est de protéger les
extrémités du chromosome, sa disparition progressive finit par mettre a nu les extrémités
chromosomiques leur permettant ainsi de fusionner entre elles ce qui provoque la mort de
la cellule. Donc, I’immortalisation d’une cellule doit naturellement passer par le maintien
des télomeres. En effet, 90% des cellules malignes régulent positivement la t€lomérase
qui allonge les téloméres par l'ajout de répétitions d'hexanucléotides alors que les 10-
15% restant permettent le maintien des téloméres par recombinaison entre les
chromosomes (15).

Un autre phénoméne observé en culture est la sénescence des cellules. En effet, aprés
un certain nombre de divisions, les cellules cessent de se multiplier. Si on force leur
division, elles entrent dans un stade de "crise" caractérisé par une mortalité massive. Les
cellules qui survivent & cette étape acquiérent le pouvoir de se multiplier indéfiniment;
elles sont devenues immortelles. La majorité des cellules cancéreuses ont acquis cette



immortalité suggérant que ce phénoméne est une étape cruciale et essentielle au
développement de tumeurs (16).

1.5. Activation de I’angiogenése

L’angiogenése, qui est I'élaboration de nouveaux vaisseaux sanguins, est un processus
normal de la formation des organes. Elle implique I’activation des cellules endothéliales
d’un vaisseau mature, la dégradation de la membrane basale environnante, le mouvement
des cellules endothéliales vers la bréche pour ensuite se diriger vers le tissu ou elles
proliférent pour former un nouveau vaisseau sanguin . L'angiogenése est essentielle a la
survie des organes puisque le sang transporte l’oxygéne ainsi que les nutriments
nécessaires aux cellules. En effet, aucune cellule ne peut survivre & plus de 100 um d’un
vaisseau sanguin. Il en est de méme pour les cellules malignes. La viabilité d’une tumeur
dépend donc de sa capacité a induire les signaux pro-angiogéniques ou & inhiber les
signaux anti-angiogéniques. En effet, dans plusieurs tumeurs, on peut observer
I’augmentation de I’expression du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF)
ou du facteur de croissance de fibroblaste (FGF) se liant aux récepteurs membranaires
tyrosines kinase. L’activation de I’oncogéne ras peut également induire I’angiogenése par
sa régulation positive sur I’expression de VEGF. Il arrive aussi que 1’expression des
inhibiteurs angiogéniques comme la thrombospondine-1 soit régulée négativement
favorisant ainsi la formation de vaisseaux sanguins. Encore une fois, p53 a un role
important a jouer ici puisqu’il régule positivement la thrombospondine-1; son
inactivation favorise donc I’angiogenese. Les protéases sont également impliquées dans
’angiogenése puisqu'elles contrélent la disponibilité des activateurs ou des inhibiteurs
d’angiogenese comme par exemple en libérant FGF de la matrice extracellulaire ou en
clivant des facteurs pro-angiogéniques les transformant ainsi en facteurs anti-
angiogéniques. L’angiogenese est donc un processus modulé par 1'équilibre entre les
facteurs pro et anti-angiogéniques et son déclenchement est essentiel a la survie de la
tumeur (16).

1'( L rnc’xfnafna;nue

La derniére étape de I'évolution d’un cancer est la capacité des cellules malignes a
s’échapper de la tumeur primaire pour aller envahir de nouveaux tissus et former une
nouvelle tumeur. Ces nouveaux foyers sont appelés métastases. On a pu constater que les
métastases étajent la cause de la majorité des déces reliés au cancer. Pour que la cellule
cancéreuse puisse s’échapper de son lieu d’origine, elle doit tout d’abord modifier ses
interactions avec son environnement. Les principales cibles de la cellule tumorale sont les
molécules d’adhésion cellule-cellule (CAMs) comme les cadhérines ou les intégrines qui
lient la matrice extracellulaire. Par exemple, les E-cadhérines ont la propriét€ de se lier
entre elles d’une cellule a "autre et de se transmettre ainsi des signaux anti-prolifératifs.
Cette propriété est perdue dans la majorité des cancers épithéliaux permettant ainsi leur
prolifération et leur libération de la tumeur primaire. Quant aux intégrines, leur fonction
étant de lier la matrice extracellulaire, des altérations dans ces récepteurs cellulaires
peuvent avoir un impact important concernant 1’invasion des tissus voisins. Pour ce faire,
la cellule apporte plusieurs changements aux sous-unités o et B permettant ainsi a la
cellule de se détacher de la matrice et de s’évader de son site primaire pour ensuite
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effectuer de nouveaux changements dans ses intégrines lui permettant de s’attacher un
peu plus loin (2). Un autre type de molécules impliquées dans la migration des cellules
cancéreuses sont les protéases extracellulaires. En effet, la cellule cancéreuse active les
protéases dégradant la matrice extracellulaire et régule négativement les inhibiteurs de
protéases facilitant ainsi son évasion dans les vaisseaux sanguins et & travers la couche de
cellules épithéliales (2).



2. Le cancer du foie ou carcinome hépatocellulaire (HCC)

Le développement de ce cancer débute généralement par une inflammation
chronique du foie et par des fibroses hépatiques suivies par les étapes normales de la
formation d’un cancer tel que mentionnées plus haut. Les principaux facteurs de risque
du développement d'un HCC sont les cirrhoses, les infections par le virus de I'hépatite
B ou C, la consommation exagérée d’alcool et I’exposition & I’aflatoxine B. En effet,
une personne ayant une infection chronique du virus de I’hépatite B risque, dans 11%
des cas, de développer un cancer du foie dans les 10 ans suivant l'apparition de la
maladie. Concernant la cirrhose, les personnes atteintes ont une incidence de 2 a 6,6%
de développer un HCC. En ce qui a trait & I’aflatoxine B, elle augmente les risques de
développer un HCC de trois fois entre autres dil au fait que ce carcinogéne provoque
une mutation dans le géne suppresseur de tumeur p53 (18).

2.1. Stades du HCC

Le développement d’une tumeur hépatique peut étre classé en différents stades soit
le stade trés précoce, précoce, intermédiaire, avancé et terminal. Le stade tres précoce
est associ€ au carcinome in situ qui est un HCC bien différencié contenant un conduit
biliaire, des veines portes, une apparence de nodules et qui n’a pas envahi les tissus
avoisinants. Ce stade est caractérisé par un HCC d’une grosseur inférieure & deux
centimétres, des fonctions hépatiques conservées et un diagnostic de carcinome in sifu.
Le stade précoce quant a lui concerne une tumeur de moins de cinq centimétres de
diametre ou trois nodules inférieurs & trois centimetres. Ce stade est trés varié et
couvre différents comportements biologiques. Le stade intermédiaire correspond a une
tumeur multinodale, mais sans invasion des tissus alors que pour le stade avancé, on
peut observer une invasion portale. Finalement, le stade terminal concerne les patients
dont I’état physique s’est beaucoup détérior€ causé par un grand nombre de tumeurs et
I’envahissement de tissus voisins (19).

2.2. Traitements du HCC

Il existe plusieurs traitements disponibles pour tenter de guérir le cancer du foie. Le
choix d’un traitement dépend du stade de la tumeur: Les différents traitements se
divisent en deux catégories soit les traitements curatifs comprenant la résection, la
transplantation du foie et les traitements percutanés, ou on observe une réponse
complete au traitement dans une grande proportion des cas, et les traitements palliatifs
qui ne visent pas la guérison, mais le soulagement des symptomes (19).

La résection est le traitement de choix pour les patients & un stade trés précoce ou
précoce possédant une seule tumeur, absence d’hypertension de la veine porte, un taux
normal de bilirubine et sans cirrhose du foie. Cette méthode assure un taux de survie
de 50% apres cing ans. Toutefois, on observe une récurrence de la tumeur dans 70%
des cas aprés cinq ans due & une invasion microvasculaire, a une différenciation
histologique pauvre et a la présence de tumeurs satellites.

La transplantation du foie est effectuée pour les patients ayant trois nodules plus
petits que trois centimétres ou une tumeur inférieure a cing centimeétres avec une
détérioration des fonctions du foie. De plus, avec la transplantation, on peut faire d’une
pierre deux coups pour les patients souffrant d'une cirrhose du foie. Ces patients
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démontrent un taux de survie de 70% aprés cinq ans et une récurrence de 15% dont la
principale cause est I’invasion vasculaire. Toutefois, pour avoir une bonne réponse a
ce traitement, la transplantation doit étre faite dans les six mois suivant le diagnostic.
Pendant cette période d’attente, des traitements adjuvants sont donnés pour prévenir la
progression de la tumeur. Une autre possibilité est d’effectuer une transplantation a
partir d’un donneur vivant. Dans ce cas, on préleve le lobe droit du foie. Cette
procédure est toutefois trés complexe: on peut observer des complications post-
chirurgicales chez 20% des donneurs, la mortalité¢ des donneurs est de 0,3-0,5% et
’applicabilité de cette procédure est faible (20).

Concernant les traitements percutanés, ils sont appliqués aux tumeurs du stade
précoce ne pouvant étre enlevées par chirurgie. Les plus utilisés sont les injections
percutanées a I’éthanol pour les tumeurs inférieures a trois centimetres et 1’ablation par
radiofréquence. Les patients traités par injection d’éthanol percutané démontrant une
réponse complete au traitement ont un taux de survie de 50% apres cinq ans alors que
pour I’ablation par radiofréquence, ce taux descend a 33-40% (22).

L’embolisation artérielle, considérée plutdt comme un traitement palliatif que curatif,
est appliquée aux patients au stade intermédiaire ou avancé asymptomatiques ayant
conservé leur fonction hépatique et possédant des tumeurs multinodales non invasives.
Elle consiste en ’obstruction de I’artére hépatique menant & la nécrose intense de la
tumeur vascularisée. Elle peut étre associée a une chimiothérapie intra-artérielle
nommeée chimio-embolisation. Cette méthode permet de diminuer la progression de la
tumeur et de I’invasion vasculaire. Elle démontre un taux de survie qui passe de 63%
aprés un an a 27% aprés deux ans (21).

Finalement, pour les patients ayant des tumeurs a un stade avancé avec invasion
vasculaire et détérioration physique, ils pourraient participer a des essais cliniques de
nouveaux traitements aux agents anti-tumoraux alors que pour les patients en phase
terminale ayant une grande détérioration physique et un envahissement tumoral
important, ils ne recevront que des traitements visant a soulager leurs symptomes (20).
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3. virus oncogénes

Certain virus sont connus pour porter des oncogéne qui déclenchent la transformation
néoplasmique; ce sont les virus oncogenes. Chez les vertébrés. Environ 50 virus & ARN
oncogeéne ont €té isolés. Plusieurs familles de virus d'ADN contiennent les virus
oncogene, mais parmi les virus d'ARN seulement certains rétrovirus produisent des
tumeurs. Les rétrovirus sont appelés ainsi parce qu'ils contiennent une enzyme, la
transcriptase inverse. Qui synthétise ' ADN partir d'une matrice d'ARN. Cette activité est
p) eu commune du fait que la plupart des cellules synthétisent seulement ' ADN & partir
d'ADN et pas de 'ARN. Le tableau montre les différences principales entre les virus
oncogenes a ADN et a ARN.

3.1. Mécanismes de oncogeneése

Les virus oncogénes causent le cancer par deux mécanismes généraux
1-l'inactivation par insertion.
2-linactivation par les oncogénes.

Dans la mutagéne d'insertion, I'ADN viral cause simplement une mutation en
devenant intégré dans I'ADN des hotes. Certaines de ces mutations pourraient inactiver
des genes de suppression du cancer. Alternativement, par l'insertion prés d'un géne de
I'hote impliqué dans le déclenchement du cycle cellulaire normal, l'activité de ce géne
pourrait étre stimulée a la surproduction de son produit.

Beaucoup de rétrovirus contiennent des oncogéne qui sont identique ou trés semblables
aux genes cellulaires normaux impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire.

On croit généralement que des rétrovirus, au cours de leur évolution, ont acquis leurs
oncogenes de ces contre-parties cellulaires normales, les protooncogenes. Ces anciens
protooncogenes cellulaires peuvent devenir les oncogénes viraux par intégration dans le
génome viral de fagon & la réguler par un initiation viral puissant, entrainant la
surproduction d'un facteur de croissance normal ou presque normal, et résultant dans la
prolifération excessive de cellule. Alternativement, une partie de ces oncogéne rétrovirus
code pour les enzymes kinase de phosphorylation d'acide aminé spécifique de protéines.
Les kinases de cellule hote normales phosphorylent les protéines & leur résidus sérine
ou thréonine. Les kinases de rétrovirus, cependant, phosphorylent les résidus tyrosine.
Certain facteurs de croissance de cellule hote stimulent normalement la division des
cellules en causant la phosphorylation de la tyrosine dans les mémes protéines activées
par les kinases rétrovirales. D'autres oncogénes codent pour les protéines de liaisons a
I'ADN et les récepteurs de facteur de croissance, la surproduction ou la production
inappropriée peut mener & la division non contrdlée des cellules.
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Chapitre 11

La thérapie génique



1. Principe

L'approche générale de la thérapie génique n'est rien de plus qu'une extension de la
technique de sélection des clones par complémentation fonctionnelle. Les fonction
absentes chez le receveur a cause d'un géne déficient sont introduites dans un vecteur qui
s'insere dans l'un des chromosomes du receveur, produisant ainsi un animal transgénique
(guéri) génétiquement. Cette technique offre des perspectives trés intéressantes pour
I'homme car elle donne des guérir des maladies héréditaires (24). Toutefois, la thérapie
génique s'applique également aux autres mammiferes.

2. La thérapie génique chez I'homme

Nous avons vu que le premier cas de thérapie génique chez des mammiferes
consistait a"guérir" un ceuf de souris fécondé€, génétiquement nain, en injectant l'allele de
type sauvage approprié pour conduire a une croissance normale. Cette technique a peu
d'application chez I'hnomme car il est actuellement impossible d'étab
d'une cellule d'ceuf fécondé est déficient sans la détruire. Deux grands
génique peuvent étre appliques a4 'homme: germinal et somatique.

3. Thérapie génique germinal

Le but de la thérapie génique germinale est le plus ambitieux : intr

transgénique dans la lignée germinal et dans la population des cellules somauques. Ceue
thérapie devrait non seulement guérir la personne traitée mais certains de ses gametes
devraient également présenter le génotype corrigé. La thérapie germinale a été réalisée
par des injections dans des ceufs fécondés de souris. Toutes fois, le protocole qui pourrait
convenir également pour I'nomme consiste & retirer d'une souris pleine, un embryon & un
stade précoce du développement qui présente le génotype déficient et & Iui injecter des
cellules transgéniques contenant l'alléle de type sauvage. Ces cellules forment alors des
parties de nombreux tissus de I'organisme, y compris souvent de la lignée germinale, qui
donnera naissance aux gonades.

Le géne pourra ensuite étre transmis & toute ou partie de la descendance, selon la
taille du clone des cellules transgéniques présentes dans la zone germinale néanmoins,
aucune thérapie génique germinale n'a été réalisée chez I'homme & ce jour.

Nous avons vu que la plupart des fragments subissent une insertion ectopie au hasard
dans le génome. C'est un inconvénient pour la thérapie génique humaine non seulement
parce que l'insert ectopique peut perturber un géne, mais également parce que méme si
le phénotype de la maladie est inversé, l'allele déficient est toujours Présent et peut se
séparer du transgéne lors de ségrégation s dans des générations futures. Pour une
thérapie génique germinale efficace, le remplacement véritable d'un géne cible sera
nécessaire, auquel cas le transgéne de type sauvage remplacera la copie déficiente en
place par un double crossing-over.

4. La thérapie génique somatique

Se concentre exclusivement sur le corps. L'approche consiste a essayer de corriger un
phénotype de maladie en traitant quelques cellules somatiques chez la personne atteinte.
Actuellement, il n'est pas possible de rendre un organisme entiérement transgénique.
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Cette technique s'applique donc aux maladies dont le phénotype est du a des génes
exprimés de fagon prédominante dans un tissu. Dans ce cas, il n'est probablement pas
nécessaire que toutes les cellules rendues transgéniques pourra atténuer les symptomes de
la maladie.

La technique consiste & prélever des cellules d'un malade présentant le génotype
déficient et a rendre ces cellules transgéniques grace & l'introduction de copies du géne
cloné de type sauvage. Les cellules transgéniques sont ensuite réintroduites dans le corps
du malade et la fonction normale du géne s'y sxerce.

II existe actuellement deux fagon d'introduire le transgéne dans les cellules
somatiques déficientes.ces deux techniques utilisent des virus. La technique la plus
ancienne fait appel & un rétrovirus inactivé, dans le génome duquel le transgéne est épissé
et remplace la plupart des génes viraux. Le cycle naturel des rétrovirus comprend
l'intégration du génome viral en un endroit de I'un des chromosomes. Ce type de vecteur
pose un probléme potentiel, car l'insertion du virus peut également étre mutagéne et
inactivation un géne résidant inconnu. Un autre probléme posé par ce type de vecteurs est
qu'un rétrovirus attaque seulement les cellules qui, proliféerent. Comme les de sang. Cette
procédure a été utilisée pour la thérapie génique somatique d'une immunodéficience
combinée grave.

L'autre vecteur utilisé en thérapie génique humain est l'adinovirus. En temps normal
Ce virus attaque I'épithélium respiratoire en injectant son génome dans les cellules de
celui-ci. Le génome viral ne s'intégre pas dans un chromosome mais reste a ['état libre
da&ns les cellules, ce qui supprime le risque de mutagenese lors de I'insertion du vecteur.
Un autre avantage de l'utilisation de l'adinovirus comme vecteur est qu'il attaque les
cellules qui ne se divisent pas, ce qui rend en principe la plupart des I'épithélium
respiratoire, l'adinovirus est un bon choix de vecteur pour traiter la maladie (24).



S. Stratégie de thérapie génique dans le cas de cancer

La thérapie génique des cancers était, au départ, un prolongement des premiéres

expériences de marquage de geéne. Les lymphocytes infiltrant les tumeurs ont été
transformés avec un gene de TNF en plus de celui de la résistance a la néomycine, dans
le but d'augmenter l'efficacité de ces cellules a.
Tuer des tumeurs en augmentant la quantité de TNF qu'elles sécrétent. Bien que le TNF
soit fortement toxique chez I'homme & un taux aussi faible que 10pg/kg de masse
corporelle, la thérapie génique n'a eu aucun effet secondaire et il n'y a apparemment
aucun effet de toxicité du TNF sécrété sur les organes (Hwu et al.1993). Une autre
stratégie consiste a transformer les cellules tumorales elles-mémes, en les rendant plus
sensibles au systéme immunitaire grace a l'expression de cytokines ou d'un antigéne
étranger. Une autre stratégie encore, consiste a transformer des fibroblastes, qui sont plus
faciles a cultiver, puis & les injecter en méme temps que les cellules tumorales pour
provoque une réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. Un certain nombre de
stratégie de "mise & mort assistée" de ce type ont recu l'approbation pour des essais
cliniques.

Une intervention directe pour corriger des génes responsables d'un cancer est
€galement possible. Les génes agissant de fagon dominant (oncogéne) ont été ciblés grace
a la technologie anti-sens, soit des oligonucléotides, soit des ribozymes (25).
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6. Vecteurs de thérapie génique

Une fois que la stratégie de thérapie génique a été choisie, I'étape suivante est de
décider par quel moyen le géne d'intérét sera transmis aux cellules cibles. Un vecteur
idéal devrait pouvoir contenir une grande quantité d'ADN, avoir une grande efficacité de
transduction, étre sécuritaire et pour le patient et pour 'environnement et étre produit & un
titre €levé. Le choix du vecteur dépend également du but visé par la thérapie génique.

I1 existe différents types de vecteurs pouvant étre utilisés, les principaux étant I' ADN
nu, les liposomes et les virus 8 ADN ou & ARN. Les principales caractéristiques de tous
les vecteurs mentionnés ici sont résumées dans le tableau 2.

Concernant 'ADN nu, le géne d'intérét est inséré dans un plasmide bactérien qui est
directement injecté dans le patient. Les principales caractéristiques de ce vecteur sont
qu'il n'y a pas d'intégration de I'ADN dans le génome, il n'y a aucune limite quant a la
taille du transgeéne, l'efficacité de la transfection est faible (10-30%) due a la dégradation
rapide par les nucléases cellulaires. Toutefois, pour 'ADN qui réussit a pénétrer la
cellule, I'expression est stable et persiste jusqu'a la mort de la cellule. Finalement, ce
vecteur n'induit aucune réponse immunitaire (26).

Pour ce qui est des liposomes, 'ADN contenu dans ces compartiments lipidiques est
transmis aux cellules cibles par fusion avec la membrane cellulaire et par endocytose. Ce
qui définit ce vecteur est qu'il peut contenir de grandes quantités d'ADN; qu'il provoque
peu de réaction immunitaire donc qu'il permet les injections répétées; qu'il ne provoque
aucun risque d'infection mais que 'expression du transgene est faible et transitoire.

Vecteurs | Titre(v.i./ml) | Inflammation | Persistance | Intégration | Transgéne
ADN nu NA Non Non Non )y 50kb
Liposome NA Non Non Non » S0kb
Rétrovirus 10° -10° Non Oui Oui 7kb
Lentivirus 10° -10° nd Non Oui 7-8kb
Herpes 10°-10° Oui Oui Non 30-40kb
VAA 10" Non Oui/Non Oui/ Non 3,5-4kb
Adénovirus 10" * Oui Non Non 7-8kb

Tableau 2. Caractéristiques des différents vecteurs utilisés en thérapie génique.

NA : Ne s’applique pas.

nd: Non disponible.

* Valeur équivalente 4 10" particules de vecteur/ml.

Passons maintenant aux vecteurs viraux qui nous intéressent plus particuliérement.
Un vecteur viral est défini comme un virus défectueux ou les portions du génome pour la
réplication virale ont été remplacées par le transgéne d'intérét.
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Les vecteurs viraux font partie d'une trés grande famille contenant plusieurs membres
dont les rétrovirus, les lentivirus, le virus Herpes Simplex, les virus associés aux
adénovirus (VAA), et les adénovirus. Les principales caractéristiques des ces vecteurs
seront décrites ici.

6.1. Rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus 8 ARN monocaténaire enveloppés dont la taille du
génome est de sept a onze kilobases. Une fois qu'il est entré dans la cellule cible, son
ARN est transcrit en ADN bicaténaire pour ensuite étre intégré dans la chromatine de
I'néte. Ces virus causent des maladies chroniques qui peuvent étre latentes pendant un
certain temps. Le génome des rétrovirus contient deux régions appelées Long Terminal
Repeat (LTR) séparées par les génes gag, pol, et env codant respectivement pour les
protéines structurales, les polymérases et les intégrases ainsi que pour les glycoprotéines
de surface. Lorsqu'ils sont utilisés comme vecteur, ils peuvent emmagasiner jusqu'a huit
kilobases d'ADN. Plusieurs avantages sont rattachés a utilisation de ce vecteur (27).

Tout d'abord, il infecte seulement les cellules en division ce qui procure une certaine
sécurité pour les cellules quiescentes entourant une tumeur. Aussi, I'ADN transporté par
le rétrovirus est intégré dans le génome de 'hdte ce qui permet une expression prolongée
du transgéne. Les inconvénients reliés & l'utilisation de ce vecteur sont toutefois
nombreux: les titres obtenus sont bas, 10° & 107vi/m1; le virus peut se recombiner lui
permettant ainsi de redevenir de type sauvage et retrouver son pouvoir de réplication;
l'intégration de I'ADN dans le génome se fait de fagon aléatoire risquant ainsi d'activer
des oncogénes ou d'inhiber des geénes suppresseurs de tumeur; le virus est inactivé par le
complément et il n'est pas spécifique a un tissu en particulier donc il risque d'infecter des
cellules non visées par le traitement. Malgré tout, le rétrovirus est le plus utilisé jusqu'a
présent dans les études cliniques de thérapie génique, surtout pour celles ex vivo ou les
cellules sont infectées en culture avant d'étre réintroduites chez le patient ou pour infecter
les cellules en division rapide comime dans le cas des tumeurs (28).

6.2. Lentivirus

Les lentivirus sont des virus & ARN monocaténaire dérivés des virus de
'immunodéficience humaine (VIH). Le génome des lentivirus, en plus de contenir les
geénes de base des rétrovirus, contient deux genes de régulation, tat et rev qui sont
essentiels pour I'expression du génome ainsi que des génes accessoires (27).

Les avantages des lentivirus sont les suivants: l'intégration de I'ADN des lentivirus
dans le génome de I'hdte ne nécessite pas la division cellulaire, ils utilisent plutét le
transport actif de la machinerie nucléaire de la cellule a travers les nucléopores;
I'expression du transgéne est longue et stable, sans conséquence pathologique détectable.
L'inconvénient majeur de ce vecteur est qu'étant donné qu'il dérive du VIH, il peut étre
potentiellement trés dangereux. Donc, avant de l'utiliser en thérapie génique, on doit
s'assurer sans l'ombre d'un doute que le vecteur ne puisse se recombiner et ainsi se
répliquer (27).

16



6.3. Virus Herpes-Simplex

Le virus Herpes simplex de type 1 (HSV-1) est le virus herpes le plus utilisé en
thérapie génique. Il est composé dun ADN linéaire bicaténaire de 152 kilobases
contenant au moins 84 geénes dont la moitié ne sont pas essentiels pour la réplication
virale en culture cellulaire. Cela permet & ce vecteur de pouvoir emmagasiner une trés
grande quantité¢ d'ADN étranger. De plus, il peut infecter les cellules quiescentes et étre
produit & de tres bons titres. Aussi, il peut produire un effet cytotoxique pour les cellules
tumorales tout en étant incapable de se répliquer dans les tissus humains normaux. De
plus, le HSV-1 a un pouvoir infectieux trés efficace pour plusieurs types cellulaires
différents et donc une bonne capacité de transduction ce qui permet l'administration
répétée de ce vecteur méme dans un héte immunisé. Un trés grand avantage du HSV-1
est sa persistance apres l'infection primaire & un stade latent. Toutefois, la persistance de
I'expression du transgéne peut devenir nuisible dans certains tissus comme le cerveau. Un
autre probléme associé aux vecteurs HSV-1 est sa toxicité pour plusieurs types
cellulaires. Toutefois, la construction de vecteurs contenant des délétions dans plusieurs
des génes précoces a pu diminuer cet effet nuisible (27,28).

6.4. Virus associés aux adénovirus (VAA)

Les VAA sont des parvovirus humains nécessitant un virus "helper" comme un
adénovirus ou un HSV-1 pour permettre sa réplication. Il existe six différents sérotypes
ayant des tropismes différents. Le VAA est un virus & ADN monocaténaire contenant
deux génes pouvant produire plusieurs polypeptides: rep pour la réplication virale et cap
pour l'encapsidation. Ces deux geénes sont entourés de régions ITR (inverted terminal
repeat) de 145 nucléotides. Ce virus peut emmagasiner seulement cinq kilobases ce qui
n'est pas énorme. Un avantage trés important de ce virus est qu'on ne lui connait aucune
maladie associée ce qui fait de ce vecteur un choix de premier ordre quant a sa sécurité.
De plus, puisque le génome du vecteur ne contient pas les séquences virales, ce vecteur
n'est associé a aucune toxicité ni & aucune réponse inflammatoire. Toutefois, il y a
production d'anticorps neutralisants ce qui limite ['administration répétée. (27,28).

Finalement, le VAA peut transduire efficacement les cellules qui ne se divisent pas.

6.5. Adénovirus

Les adénovirus sont des virus a ADN bicaténaire de 36 kilobases codant pour plus de
50 polypeptides. Leur ADN est entouré d'une capside icosahédrale composé€e de trois
protéines majeures soit les hexons, les pentons et les fibres. Puisque les adénovirus ont
une large gamme d'hotes et qu'ils livrent leur ADN au noyau se répliquant ainsi de fagon
trés efficace, ils sont de bons candidats pour la thérapie génique.

Le cycle d'infection de l'adénovirus se divise en deux phases : une phase plus
précoce qui concerne l'entrée du virus dans la cellule hote, le passage du génome viral au
noyau cellulaire suivi par la transcription des genes précoces et une phase plus tardive
(Figure 3A). L'adsorption du virus & la cellule cible se fait par la liaison de la partie Knob

des fibres aux récepteurs adénovirus/coxsackie (CAR). Par la suite, son internalisation se
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produit par endocytose médiée par les clathrines. Elle est déclenchée par la
reconnaissance d'un motif RGD sur le penton qui interagit avec les intégrines cellulaires
avP3 et avB5. Ces intégrines ainsi que les récepteurs CAR joueraient un réle important
dans le tropisme de I'adénovirus pour certains tissus.

Une fois que le virus est a l'intérieur de la cellule, ses protéases virales altérent la
capside permettant ainsi & son génome de pénétrer dans le noyau cellulaire par les pores
nucléaires ou débute la transcription primaire des geénes précoces des régions E1 & E4
(Figure 3B). Les protéines E1 sont divisées en deux groupes soit E1A et E1B. E1A
module le métabolisme cellulaire pour rendre la cellule plus susceptible a la réplication
virale alors que E1B promeut l'oncogénése en empéchant l'apoptose entre autres par
I'inactivation de la protéine p53. Les protéines E2A et E2B fournissent la machinerie
pour la réplication de I'ADN virale et la transcription des génes tardifs alors que les
protéines E3 suppriment les mécanismes de défense de I'hdte. Pour ce qui est des produits
géniques de E4, ils promeuvent la réplication de leur ADN, I'expression des génes tardifs
et empéche la synthése des protéines cellulaires.

La transcription tardive du génome viral donnera, quant & elle, les protéines L1 a L5
impliquées dans la production des composés structuraux ainsi que dans I'encapsidation et
la maturation des particules virales dans le noyau. Finalement, l'encapsidation est suivie
par la perméabilisation du noyau et la désintégration de la membrane cellulaire
permettant la libération des virions.

Les sérotypes 2 et 5 sont les deux plus utilisés pour la thérapie génique contre le
cancer. Dans les vecteurs adénoviraux, la région El a été délétée permettant
d'emmagasiner environ huit kilobases d'ADN étranger et de prévenir la transcription des
génes viraux nécessaires a la réplication (Figure 3C). Toutefois, méme en absence de la
région El, le vecteur exprime un léger niveau d'antigénes viraux et de transcription des
geénes stimulant ainsi la réponse immunitaire et la perte de l'expression du transgene. Pour
remédier A cette situation, un vecteur adénoviral ou tous les génes viraux ont €té enlevés
a I'exception des régions ITR et des séquences d'encapsidation a été construit (Figure 3D)
(30).
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des facteurs de I'n6te seraient également responsables puisque les deux autres patients
ayant regu la méme dose de vecteur n'ont pas subi ces conséquences désastreuses.

I1 existe plusieurs moyens de contrer ces inconvénients. Par exemple, on peut utiliser
des sérotypes animaux comme l'adénovirus canin de type 2 (CAV-2) , diminuer la
réponse immunitaire en supprimant les macrophages par l'utilisation d'agents
immunosuppresseurs ou les cytokines, utiliser des sérotypes différents lors d'injections
subs€quentes, utiliser les vecteurs adénoviraux contre des maladies ou l'expression
transitoire du transgéne est suffisante comme dans le cas des vaccins, des maladies
cardio-vasculaires ou du cancer et transmettre le vecteur par injection intra-tumorale
plutdt que par intraveineuse évitant ainsi d'exposer le vecteur au systéme immunitaire.
Aussi, l'utilisation d'un vecteur viral de deuxiéme génération ou tous les génes viraux ont
¢t€ enlevés a 'exception des régions ITR permet une expression prolongée.

On peut constater qu'il existe plusieurs stratégies différentes de thérapies géniques et
autant de possibilit¢ de vecteurs. Malgré tout, la thérapie génique comporte plusieurs
inconvénients principalement reliés aux risques de toxicité pour le patient. Une bonne
fagon de réduire ces risques est de placer le transgene sous le contrdle d'un promoteur
spécifique aux cellules ciblées par la thérapie (30).
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cytokines qui sont, entre autres, des molécules de costimulation des lymphocytes T. La
méthode la plus répandue utilise les cellules dendritiques qui sont des cellules
présentatrices d’antigénes. En effet, lorsque ces cellules ont acquis les protéines
tumorales dans leur réticulum endoplasmique, ces antigénes se lient au complexe majeur
d’histocompatibilit¢ de classe 1 (CMHI). Ce complexe est ensuite transporté vers la
surface cellulaire permettant sa liaison avec un récepteur des lymphocytes T auxiliaires.
Le CMHI est aussi lié aux lymphocytes T auxiliaires par le CD4 qui est une protéine
d’adhérence de la surface cellulaire permettant I’activation du lymphocyte et le maintien
de sa liaison avec la cellule dendritique. Le lymphocyte T ainsi activé exprime le ligand
CD40 qui va activer les cellules T cytotoxiques CD8" déclenchant ainsi la réponse
immunitaire. Les lymphocytes T cytotoxiques partent alors a la chasse des cellules
exprimant I’antigéne pour lequel ils sont spécifiques et, une fois liés a elles, libérent des
perforines créant ainsi des pores dans la membrane. Cette étape est suivie par la libération
de granzymes B qui pénétrent dans la cellule étrangére par ces pores et ainsi détruisent la
cellule par I’activation de [’apoptose par le sentier des caspases. Donc, une bonne
méthode pour stimuler le systéme immunitaire serait de transfecter des génes codant pour
des protéines tumorales dans les cellules dendritiques déclenchant ainsi la cascade de la
présentation des antigénes jusqu’a la destruction des cellules cancéreuses. Cette méthode,
comparativement a la saturation des CMH par I’exposition de ceux-ci @ de nombreux
peptides tumoraux, a plusieurs avantages comme une expression prolongée des antigénes
ainsi qu’une plus grande variété de peptides présentés par le CMH provenant d’une
méme protéine (31).

Une autre stratégie utilisant les cellules dendritiques est la transduction dans ces
cellules du gene codant pour le ligand CD40. Cette méthode permet d’activer directement
les cellules T CD8" sans devoir passer par les lymphocytes T CD4™ ce qui amplifie la
réponse immunitaire. Le géne du ligand CD40 peut également étre introduit dans les
cellules cancéreuses elles-mémes permettant ’activation des cellules dendritiques et le
déclenchement d’une réponse immunitaire. Les cellules T peuvent également éEtre
modifiées pour augmenter leur spécificité pour un antigéne tumoral donné (35).-

~ Une derniere stratégie utilisée pour stimuler le systéme immunitaire est I’ utilisation des
cytokines. Puisque I’administration de ces dernieres directement dans la circulation
sanguine peut provoquer des effets secondaires séveéres, il a donc fallu trouver une
nouvelle voie d’administration. Deux possibilités ont €té analysées. Tout d’abord, un
vecteur contenant les génes exprimant les cytokines peut étre directement injecté dans la
tumeur ou on peut transduire ces génes dans les cellules dendritiques ou dans les cellules
cancéreuses pour ensuite les réintroduire dans le patient permettant ainsi la production de
ces cytokines pouvant stimuler une réponse immunitaire dans la région tumorale (33).

7.3. Thérapie génique utilisant des génes de résistance aux drogues

Un des inconvénients majeurs des traitements classiques contre le cancer est qu’ils ne
sont pas trés spécifiques aux cellules tumorales pouvant ainsi causer des dommages aux
cellules saines, tout particulierement aux cellules souches hématopoictiques de la moelle
osseuse. Un bon moyen pour diminuer cette toxicité serait de transmettre aux cellules
normales situées preés des tumeurs un gene de résistance aux drogues utilisées pour le
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cellulaire et & I’induction de I’apoptose. De plus, on a pu observer un effet positif de
I'incorporation du géne p53 dans les cellules ou ce géne n’avait pas été inactivé. Un autre
point positif de p53 est son habileté & inhiber I’angiogenese tumorale permettant ainsi
d’éliminer toutes les cellules de la tumeur méme celles qui n’ont pas été transduites avec
le géne (39,42).

On a remarqué aussi que I’utilisation de la thérapie génique de p53 combinée avec la
radiothérapie ou la chimiothérapie éliminait plus efficacement la tumeur que ces
traitements appliqués seuls. D’autres génes suppresseurs de tumeur ont été introduits
dans les cellules cancéreuses comme par exemple le géne Rb et le géne mda-7
(mélanocyte différentiation associated antigen-7). D’une fagon similaire, 1’utilisation de
dominants négatifs pour les oncogénes ou les genes de croissance cellulaire pouvant
inactiver ces genes est une autre stratégie de thérapie génique envisagée pour se
débarrasser des cellules tumorales (40).

Plusieurs geénes suppresseurs de tumeur entrent dans la régulation de l'apoptose qui
est généralement inhibée dans les cellules tumorales. I1 existe plusieurs sentiers menant a
l'apoptose par exemple le sentier extrinseéque TNF, TRAIL, Fas et le sentier intrinseque
mitochondrial par BAX et BCL-2. Ces différents sentiers impliquent plusieurs molécules
différentes dont p53 qui a été mentionné plus haut donc autant de cibles pour la thérapie
génique permettant la restitution de ce phénomene et donc I’élimination des cellules
tumorales (41).

7.5. Thérapie génique utilisant des virus oncolytiques

Les virus, bien que souvent nuisibles, peuvent étre utilisés comme instrument dans la
lutte contre le cancer. En effet, on peut profiter de leur pouvoir infectieux pour détruire
les cellules cancéreuses, mais il faut s'assurer que l'infection soit spécifique aux cellules
tumorales uniquement. Ces virus, qui peuvent se répliquer uniquement dans les cellules
cancéreuses sont nommés virus oncolytiques. Le meilleur exemple de ce type de virus est
I'adénovirus ONIX-015 ou on a enlevé la région E1B reconnue pour inactiver p53 en se
liant a ce dernier. Ce virus ne peut donc se répliquer que dans les cellules ne possédant
pas la protéine p53, une caractéristique commune & la majorité des cellules malignes. Un
autre exemple, est le "Newcastle Disease Virus", un virus d'oiseau qui peut se répliquer
dans les cellules cancéreuses humaines, mais trés peu dans les cellules saines. Aussi,
certains virus comme le rétrovirus nécessitant la division cellulaire pour compléter leur
cycle d'infection pourraient €tre utilisés pour combattre des tumeurs entourées de tissus
normaux ne se divisant pas (36).

7.6. Thérapie génique utilisant les génes suicide

Un gene suicide est un géne qui code pour une enzyme convertissant une prodrogue
en composé toxique induisant ainsi la mort cellulaire. L’introduction d’un tel géne dans
des cellules cibles, suivie par I’administration de la prodrogue pourrait étre un excellent
moyen d’éliminer une tumeur. Le meilleur exemple est sirement le géne codant pour la
thymidine kinase du virus Herpes simplex de type 1| (HSV-TK). Cette enzyme a la
propri€té de transformer le ganciclovir (GCV), qui est un dérivé de I’acyclovir (ACV) dix
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fois plus efficace, en composé toxique. Pour ce faire, la thymidine kinase phosphoryl'e le
GCV en GCV monophosphate qui est ensuite pris en charge par les kinases cellulaires.
La guanylate kinase transforme alors le GCV-1P en GCV-2P qui sera phosphorylé
ensuite en GCV-3P. C’est sous cette forme que le GCV acquiert sa toxicité (Figure 1.2).
stant un analogue des nucléotides, le GCV-3P compétitionne avec le déoxyguanosine-3P
et est intégré comme substrat & la chaine d’ADN par ’ADN polymérase créant ainsi un
codon de terminaison et donc un ADN tronqué ce qui induit la mort cellulaire.
L’avantage de ce systéme est que le GCV-3P, pour étre toxique, requiert la synthese de
I’ADN donc la division des cellules; puisque la majorité des cellules saines sont
quiescentes, la thérapie génique utilisant le géne HSV-TK cible plus spécifiquement les
cellules tumorales qui se divisent a I’infini (38).
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Figure 4. Activation du GCV: La phosphorylation du GCV en GCV
triphosphate par la thymidine kinase et par les kinases cellulaires (41}.

- Cependant, comme pour les autres types de thérapie génique, le probléme majeur reste
Pincapacité¢ a transmettre le transgéne a toute la population cellulaire tumorale. Ce
probléme peut étre contourné grice a une propriété du systétme HSV-TK-GCV :
I’effet "bystander”. L'effet bystander est la capacité¢ dune cellule possédant le géne
suicide & transmettre sa toxicité aux cellules voisines ne possédant pas ce transgéne. Il a
¢t€é observé que seulement 10% de cellules TK+ était suffisante pour induire la
destruction compléte d'une tumeur. Puisque le GCV ne peut traverser la membrane
cellulaire une fois qu'il est phosphorylé, d'autres mécanismes doivent étre utilisés par la
cellule pour transmettre ce composé a ses voisines. L'effet bystander pourrait étre médié
par l'endocytose des vésicules apoptotiques contenant les débris cellulaires toxiques par
les cellules adjacentes, par un transfert direct entre les cellules via les jonctions gap ou
par la réponse immunitaire induisant la production de TNF-u par la cellule tumorale
transduite avec le vecteur ou par la cellule morte. Il a été observé que l'effet bystander
débute avant que les cellules contenant le gene suicide aient commencé a mourir ce qui
¢limine la théorie des vésicules apoptotiques. Concernant les jonctions gap, ce sont des
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canaux intercellulaires formés par deux hémicanaux transmembranaires juxtaposés
(connexons) provenant de deux cellules adjacentes (44).

Les connexons sont composés de six sous-unités protéiques (les connexines) et d'un
pore cenfral. Le diamétre des jonctions gap, qui est de deux nanométres, pourrait
permettre le passage du GCV phosphorylé. Plus de 80% de ['effet bystander serait di aux
jonctions gap. Cela signifie qu'il doit y avoir un contact cellule-cellule pour avoir un effet
bystander. Par conséquent, une bonne fagon d'augmenter l'efficacité de l'effet bystander
serait d'augmenter le niveau des jonctions gap par la transduction du gene codant pour les
connexines dans les cellules cibles ou par le traitement de ces cellules avec des agents
chimiques comme les rétinoides ou I'AMP .surtout que les jonctions gap sont souvent
régulées négativement dans les cellules cancéreuses. Aussi, les cellules tumorales
transfectées avec le gene codant pour les connexines perdent leur capacité tumorale ou
leur croissance est diminuée ce qui leur confeére un effet suppresseur de tumeur.
Toutefois, l'arrét de la croissance tumorale signifie aussi la diminution de l'intégration du
GCV dans I'ADN ce qui diminue l'efficacité du traitement. Le systéme immunitaire joue
aussi un rble dans l'effet bystander. En effet, des souris possédant des HCC et traitées
avec HSV-TK ont acquis une protection spécifique contre ce type de cellules
cancéreuses. Le systéme immunitaire peut étre stimulé par la nécrose des tissus tumoraux
produisant ainsi une inflammation locale ce qui attire les cellules dendritiques stimulant
ainsi I'immunité anti-tumorale (44).

Les avantages de la thérapie génique utilisant le géne suicide sont nombreux. Tout
d'abord, l'incorporation du GCV nécessite la synthése de 'ADN ce qui limite la toxicité
de ce traitement aux cellules en division. Aussi, grace a l'effet bystander, il n'est pas
nécessaire que le géne suicide soit transmis a toutes les cellules tumorales pour éliminer
la tumeur. De plus, le composé toxique, soit le GCV, doit étre transformé par le géne
HSV-TK pour exercer son effet meurtrier ce qui confére une certaine sécurité au
traitement. Toutefois, 'efficacité des drogues cytotoxiques dépend de I'équilibre entre
l'activité anti-tumorale et les effets secondaires. Il y a certains inconvénients reliés a ce
systtme qui diminuent son efficacité. Par exemple, seulement 10% des cellules a
I'intérieur d'une tumeur en croissance se divisent en méme temps ce qui limite le nombre
de cellules éliminées. Un autre probléme, cette fois-ci relié l'effet bystander, est que le
niveau de jonctions gap est peu élevé dans les HCC, puisque dans ces cellules, les
connexines sont localisées dans le cytoplasme peu importe leur niveau d'expression
limitant ainsi l'effet bystander. Un inconvénient important de ce systéme est que, bien
qu'il soit supposé ne s'attaquer qu'aux cellules en division, il a été observé qu'il pouvait
également étre toxique pour certaines cellules quiescentes soit celles qui sont
métaboliquement actives. En effet, le GCV-3P peut aussi étre intégré lors de la synthése
de 'ADN mitochondrial et ainsi détruire ces producteurs d'énergie. Cette toxicité est
surtout reliée aux hépatocytes qui peuvent contenir a eux seuls plus de 2000
mitochondries par cellule. La cytotoxicité du GCV peut aussi étre due a l'incorporation de
GCV-1P dans le génome (43).

Des études cliniques en phase I ont démontré que la stratégie de thérapie génique
utilisant HSV-TK-GCV dans un vecteur adénoviral peut étre appliquée de facon
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sécuritaire par une injection intra tumorale du vecteur aux patients ayant des meétastases
au foie provenant d'un cancer colorectal (44).

Puisque le traitement de thérapie génique utilisant le gene HSV-TK pouvait démontrer
une certaine toxicité dans certains cas et ne pas toujours étre trés efficace, des nouveaux
mutants qui augmenteraient l'affinité du GCV pour l'enzyme et qui auraient un meilleur
effet bystander ont été recherchés pour tenter d'améliorer le systéme. Ces différents
mutants ont été créés par mutageneése aléatoire. Ces mutations visaient le site actif du
gene HSV-TK pour augmenter la spécificité au GCV et a I'ACV et diminuer celle pour
leur compétiteur, la thymidine, puisque l'enzyme sauvage phosphoryle préférentiellement
ce nucléotide naturel. 11 a été démontré que deux sites de trois acides aminés trés
conserves participaient a la liaison du substrat soit les sites 3 et 4 (Figure 5). Les résidus
en Terminal de ces sites participeraient également a la liaison des nucléosides en
maintenant l'intégrité structurale de la protéine. Donc, des mutations dans ces sites
pourraient modifier I'affinité des substrats aux sites actifs. Un de ces mutants, TK30, dont
le motif Leu-Ile-Phe en position 159-161 a été substitué pour Ile-Leu-Ala et le motif Ala-
Leu-Leu en position 168-170 a été changé pour Tyr-Phe-Leu (Figure 1.3), s'est révéle
étre de beaucoup supérieur au type sauvage quant a son affinité pour le GCV et 4 son
effet bystander ainsi qu'a sa faible affinit¢é pour la thymidine réduisant ainsi la
compétition entre ce nucléotide naturel et les analogues des nucléotides.

En effet, la sensibilité des cellules traitées au GCV et possédant le mutant TK30 serait
de 9 a 500 fois supérieur au type sauvage. Donc, l'utilisation de ce mutant en thérapie
geénique pourrait €tre trés avantageux puisqu'll est plus efficace a détruire les cellules
tumorales a une concentration de GCV moins toxique pour les cellules saines.

Les boites représentent les tris peptides trés conservés composant les sites de liaison 3 et
4. Les acides aminés en gras correspondent aux sites mutés par mutagenése aléatoire et
les nombres inscrits dessous au numéro de l'acide aminé dans la séquence (47).

Il existe donc plusieurs stratégies différentes de thérapie génique tout aussi
intéressantes les unes que les autres. Toutefois, le principal enjeu de ces différents
traitements est de trouver le moyen de livrer le transgene aux cellules cibles (48).

Site 3 Site 4
HSV-TK  AlaLeuThr Loy Hle Phe Asp Arg His|Pro lle Ala Ala Ley Ley [vs Tor Profite
Site 3 Site 4
HSV- Ala Leu Thrllg Ley Als [isp Arg HiglPro Ite Ala Tx Phe Ley [Cvs Tor Projite
TK30 3 -‘

Figure 5. Séquence d'acides aminés de la protéine HSV-TK et du mutant HSV-
TK30 (46).
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Discussion et
conclusion



. Trés‘pr_ometteuse, la thérapie génique ne s’est avérée efficace que dans le cas du déficit
immunitaire combin€ sévere (DICS) et méme dans ce cas 13, la réussite reste trés relative. En
effet, soit elle n’apporte aucune amélioration au traitement de la maladie, soit les traitements
actuels (médicaux ou chirurgicaux) sont plus efficaces et moins onéreux. C’est ainsi que la
majorité des recherches et des expérimentations restent cantonnées au modéle animal, les
essais cliniques sur I’homme étant restreints et leurs résultats moindres. Cependant, la
thérapie génique offre de nouvelles perspectives de recherches pour approfondir les
connaissances. Ceci permettrait de mieux connaitre le fonctionnement et la régulation du
genome et donc d’améliorer dans le futur les techniques de thérapies géniques. A I’heure
actuelle beaucoup de laboratoires travaillant sur la thérapie génique se sont tournés vers la
thérapie cellulaire qui semble plus prometteuse. De plus, les chercheurs ont appris a
travailler en groupe et 4 utiliser les connaissances en informatique (utilisation pertinente du
net et autres outils (Word, Excel, power point...)).

On peut illustrer cette situation par le modele de la thérapie génique utilisant le géne
suicide HSV-TK procure plusieurs avantages dont une certaine spécificité du traitement pour
les cellules en division ainsi qu'un effet bystander entre les cellules transduites avec le
transgene et les cellules non transduites. Toutefois, plusieurs inconvénients sont également
rattachés a ce systéme comme la toxicité pour les cellules saines associée aux fortes doses de
GCV nécessaires a I'élimination de la tumeur. Des études ont donc ét€ entreprises pour tenter
de découvrir des mutants du géne TK plus efficaces. Il a été démontré que le mutant TK30,
avait une sensibilité pour cette prodrogue supérieure a celle de la protéine TK sauvage et
qu'il possédait un meilleur effet bystander dans plusieurs lignées cellulaires. De plus, alors
que le géne sauvage a une affinité préférentielle pour la thymidine, le géne TK30 se lie en
premier lieu au GCV ou a I'ACV ce qui diminue de beaucoup la compétition entre les
substrats augmentant ainsi l'efficacité du traitement. En raison des nombreux avantages du
mutant TK30, la premiére étape consistait donc a déterminer si ce géne muté serait plus
efficace a éliminer les tumeurs dans la lignée cellulaire d'hépatome de rat Buffalo Morris
7777 variant 7.6 que le géne sauvage TK. Pour ce faire, ils ont transduit ces deux génes a
l'aide d'un vecteur rétroviral dans notre lignée cellulaire et les clones résistants ont été
regroupés apres la sélection. Ils ont soumis ces cellules & un test de sensibilité au GCV. Les
résultats obtenus étaient assez surprenants puisque pour les cellules v7.6, la sensibilité au
GCV des cellules contenant le géne TK sauvage était pratiquement équivalente a celles
contenant le géne muté TK30. En effet, la différence entre 'C50 du géne TK30 par rapport
au géne TK était de 1,3 fois ce qui est négligeable lorsque l'on compare cette valeur a celles
obtenues dans d'autres études ol pour la majorité des lignées cellulaires, la sensibilité du
mutant TK30 est de beaucoup supérieure a celle de TK. Toutefois, une exception a cette
régle a été relevée par Pantuck et collaborateur ou la sensibilité au GCV du mutant TK30
était beaucoup plus faible comparativement a celle du géne sauvage pour un niveau de
protéine équivalent dans une lignée de cellules humaines de cancer de la prostate.
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