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RESUME

La réversion tumorale est un processus de transformation cellulaire peu fréquent qui
s’explique par le rétablissement du contréle de la croissance cellulaire aboutissant au
phénotype cellulaire normal. Plusieurs agents sélectifs (virus, produits chimiques, interféron)
peuvent étre utilisés pour provoquer ce phénomene. L’efficacité de ces thérapies dépend de
I'agressivité des cellules a traiter et les génes qui sont bloqués. Les cellules Hela et SiHa sont
des lignées cellulaires utilisées fréquemment comme modele in vitro pour étudier le cancer
du col utérin. Ces deux lignées cellulaires comportent des oncogenes E6 et E7 du virus du
papillome humain (VPH) a haut risque de type 18 pour les cellules Hela et de type 16 pour
les cellules SiHa. Les oncoprotéines virales E6 et E7 bloquent les protéines suppresseurs de
tumeur p53 et pRb respectivement ce qui entraine la transformation en cellules
cancéreuses. La réactivation de la protéine p53 et/ou de la protéine pRb ou d’autres types
de protéines effectuée par des agents sélectifs oncosuppressifs peut renormaliser le cycle
cellulaire. L'étude proposée pour cette thése vise a étoffer la littérature scientifique afin
d’expliquer la faisabilité d’établir un modele in vitro qui serait exploité pour 1) déterminer si
la réversion tumorale a lieu de maniere spontanée dans les cellules Hela et SiHa, 2)
comprendre les effets de différentes thérapies pouvant entrainer la réversion tumorale des
cellules cancéreuses du col utérin et 3) comprendre le mécanisme d’action des thérapies

oncosuppressives dans le contexte de la réversion tumorale du cancer du col utérin.



REMERCIEMENTS

Je remercie premiérement mes superviseurs Drs. Eric Gauthier et Céline Boudreau-
Lariviere pour leur compréhension et pour avoir assumé la responsabilité d’encadrer ma
thése, pour leur soutien moral, leur patience et leur appui dans les moments difficiles. Ils

m’ont permis de travailler sereinement et de surmonter beaucoup de défis.

Je remercie deuxiemement I'Université Laurentienne et I’'Université de Fianarantsoa
d’avoir effectué un projet ensemble et de m’avoir choisi en tant qu’étudiante pour aider a

réaliser ce projet.

Je remercie tout particulierement I'Université Laurentienne pour ses différents
services offerts (les besoins spéciaux, le service de santé....), de m’avoir écouté et d’avoir été
compréhensive durant les moments difficiles. J’aimerai exprimer exceptionnellement mes
sinceres remerciement a Madame Sally Lavergne pour son soutien, son encouragement, sa
grande générosité. Vous étes tellement gentille que j’ai I'impression de recevoir une grande

amie.

Je remercie aussi mes colléegues (Paul, Anne-Marie, André Michelle, Ramya, Kierann,

Christopher....) pour leur aide et leur encouragement.

Je tiens spécifiquement a remercier Dr. David Lesbarréres qui a fortement participé a
la réussite de mes travaux par son soutien durant les difficultés et m’offrant des matériaux.
Vous étes tres sympathique et il parait sincérement que vous connaissez les besoins des

étudiants.

Je remercie tous mes amis (Nary, Junette, Haja, Ali...) et mes familles qui ont fait des

sacrifices durant mes années ici au Canada et qui me soutiennent avec des mots de confort.

iv



Je désire également remercier la famille Begona (Aura, Maria, Paula) pour votre
accueil chaleureux en offrant un hébergement. J'ai été trés heureuse de vous rencontrer et

surtout pour votre gentillesse de me supporter.

Je voudrais aussi remercier mes familles spirituelles, I'Eglise Catholique et Adventiste
et spécialement Pére Perron Ronald, pour leur encouragement et leur soutien moral. Merci

pour votre accueille et les mots de réconforts.



TABLE DES MATIERES

RESUME . ......c.veoteteteeetresessessessessessessestssesssessessessessesssnsensesssssessssessessessessessensensenssssssens iii
REMERCIEMMENTS .. ccuiiuiiiuiiiuiiaiieeiienicenicrsierssisssiassiesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssanssans iv
TABLE DES MATIERES......ccciuciitiiinniieniiiniciniciniiiasiensieniiesissssisstsssssssssssssssesssssssssasssasssasssans vi
LISTE DES FIGURES ......c. e iieiiiiiiiieeiieeiteecrenerasernsernssresssenssenssenssensesnsssnsssnsssesssensssnsesnsens viii
LISTE DES TABLEAUNX ......ccuiieiiieiieeiteeeraneraneraseressressrenssenssenssrnsssnsssnsssessssnsssnsssnssrasssanssenssens ix
1.0. INTRODUCTION.......ccutteiiieireeireecraneraneraneressressrensseassensssnssrnsssasssessssnsssnsssnserasssasssanssens 1
1.1 . GENERALITES SUR LE CANCER DU COL UTERIN ..eevtiuuuuneeeeeeereeutunaeseseeereesnnnneseseessnesssnnnesesessnnennnnn 1
O O B D 2 o (o LSRRI 1
R A = Yot XX K30 Mo [ =] o o] ¢ PR 1

1.2 . PROPRIETES FONDAMENTALES DES CELLULES CANCEREUSES...ccvvvtuueeeeeerereennnnaesesereenensnnaesesessenennnen 2
1.2.1. Caractéristiques des cellules CONCEreUSES. ............uuwuieeeeeeeciiiiieieaeeeeecsiiieeeeaaaeeeean, 2
1.2.2 . Génes impliqués G 1a CANCErISALION .........cceeeeeeeeeiiieieeeeeeeeecteeeee e e eeccsaeeaaaaaeeeeans 3

1.3 . FACTEURS DE RISQUE QUI PEUVENT INDUIRE LE CANCER.....ccctttutuuneereeeeerrurrnnnsseeeeeeensmsnnnseseseesenssenns 3
1.3.1 . MULQLIONS SPONLANEGES ........vveeeeeeeeeeeceeeeeee e e eeeeectteea e e e e e e se st aaaaaeeesssintsseeaaaaeeeaaans 3
1.3.2 . AQressSion GENOLOXIGUES .........eeuueeeeeeeeereeeeaeeeeeeeceateaeaaeeeessetaseeasaaeeesessissssneaaaaeeasans 4
1.3.3 . AQIrégatioNS VIIQIES.............uveeeeeieeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt a e e e e s e s setasaaaaaeeeeaaans 4
1.3.4. Exemple du cancer d’origine virale: le cancer du col de I'utérus ..............cccce.c........ 4

1.4 . MECANISMES MOLECULAIRES DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE «..uuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnen 5
O N O ol Yo =1 ¢ T PO UPPRPPRN 7
1.4.2.  Genes SUPPreSSEUIS A€ LUMEBUIS :......eeeeeeeeeeeeeiiireveeeeeeeeesiiiiseeeseseeeissiissssesesssesnsiins 7
2.0. TUMEUR DU COL DE L'UTERUS .....ccuuiiiiiineniiiienniiiniiensiissiensnssisssssssssssnsssssssnssssssssnnssnns 8



2.1 . ANATOMIE DU COL UTERIN 1uuttrunteruntertnersnnersnneernneessnsesssessnsessnssssnsessnsesssessnssesnesessesesssersnseres 8

2.1.1. Appareil Génital fEMININ ............ccccveeeeeesiiieeeeiiee et esie e a e ssee e s saaa e 8
2.1.2 . EDItRBIIUM @ '8XOCO! ...ttt e st ets et sasass s 9
2.1.3 . EPithlium e '@NTOCO! ...........coveveeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeieeeeeeeteseeeeeiesasasesesessaeesnasssens 9
2.2 . ETUDE DE L’AGENT INFECTIEUX QUI CAUSE LE CANCER UTERIN : LE VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN ...... 10
30 N O [0 LX) f [ole [ [ (OSSPSR 10
2.2.2 .Composantes génétiques du VPH et leur fonction...............cccceevveeeeecrveeessiinnnnnns 113
2.2.3. Cycle de réplicQtion VirQl .................oueeeeueeeeeeeiiieeesiieeescieeeeestee e esea e ssiaaa e 13
2.2.4. Contréle de la transcription et de la réplication ................ccccccevueeeeeccvveeesiieneans 145
2.2.5. L85 ONCOGENES AU VPH....cc...eeeeeeeeeeeeeeeee e e st e et e e ettt e e e s aaa e e e s saraaeensees 15
2.2.6 .Mécanisme de I’évolution du cancer du col UtErin .............cccceevveevceeeveenseeseennnn, 18
2.2.7 . Traitement et Prévention de VPH..............cooceeeeeecieeeeeeciieeeeecieeeeesiveeeessisaaeeenes 21

3.0. MODELES DE REVERSION TUMORALE POUR UN NOUVEAU TRAITEMENT DU CANCER

DU COLUTERIN......c e ceiiciictcitctciiecetitecestatesessastesessassesessassesessassesassassssassassssassnnas 23
3.1. ETUDE DE LA REVERSION TUMORALE DU CANCER ....v.vvvviaeeeeieessseesessssessssessesesessssesssssssssssssssnens 23
3.1.1 . DEfinition du tErME FEVEISION ........ceueeeeeeeeeiirreeieeeeeeeeeiiiireeeeeseeesesiiseseressesenssessseens 23
3.1.2. Caractéristique de la cellule révertante ................cccoeeeevvveeeeeeeeeseiiiieeeeeeeeeeesceienenn, 23

3.2.0OBTENTION DES CELLULES REVERTANTES A PARTIR DE L’UTILISATION DE DIFFERENTS AGENTS SELECTIFS . 24

3.2.0 . VIFOTRBIAPIE coooooeeeeeeeee ettt eeeetteteae e e e ee st s e s e eesssassseaaseesensssssssens 24
3.2.2 . CRIMUOTRGIAPIC ...ttt eeee sttt e e s e e e ssstsssreaeseesensssasssens 37
3.2.3 . IMMUNOTNEIAPIC.........uveeeeeeeeeeeeecieeeieieeeeeeeeeiteeee et eest s raeseeessssssvereseeeensssssssens 45
3.3 CELLULES REVERTANTES DERIVEES DES CELLULES HELAET SIHA ..cooviiiiiiiiiiiiiiiiiicieccc s 48
3.3.1. Chimiothérapie appliquée a la réversion tumorale des cellules Hela et SiHa........ 49

vii



3.3.2. Relation entre la virothérapie et les cellules révertantes dérivées des cellules Hela

CESIHA .o 53
3.3.3.Génothérapie impliquée dans la réversion tumorale du cancer du col utérin........ 55
DISCUSSION......ccuiieiiiiirireireireirieirseirsetrestrassrassrassrasstasstonsseasssnssrassrasssasssasssassssnssrnsss 57
CONGCLUSION ......eeiieitiitiiriiieiiseiiseiressrastrasiaesteessrasssassrassrssssasssssssssssrassrassrassrasssanssons 65
REFERENCES .....cuuiiuiiieiiieiieiieiieiriiieeiiseisesiressrassrassiassiassioesssasssasssassrssssasssasssassssnsssnsss 70

viii



LISTE DES FIGURES

Figure 2-1. Structure de I'appareil génital FEminin .........cccooeeiiei i, 8
Figure 2-2. La coupe histologique de I'@X0COl..........ocieiiiiiiiiciiie e 9

Figure 2-3. La coupe de I'endocol : Ce tissu est formé par un épithélium cylindrique composé

(o [Ty {0 o I OO PP OP ST 10
Figure 2-4. PartiCUle VIrale.. ... ettt e e e e et e e e e e e e s e eanraenees 11
Figure 2-5. Organisation du génome viral du VPH16........ccccciieiiviiiiie e 133
Figure 2-6. Cycle de réplication Virale ........ccueeeiieiieii it e 144
Figure 2-7. Inactivation de la protéine suppresseur de tumeur Rb par 'oncogene E7 ......... 177
Figure 2-8. Inhibition de la protéine suppresseur p53 par 'oncogéne E6........ccccveeeeeeeeeennnnns 188
FIGUIe 2-9.EVOIULION QU CANCET ...ttt et ettt er e ee et ae e ene e aeenens 211

Figure 3-1. Mécanisme réactionnel entre I’hydroxylamine et 'acétylthioester effectué par le

promédicament CB1954 dans la cellule cancéreuse .........ccovvveeeeeeieiicinreeeeeee e, 311
Figure 3-2 : Structure du méthanesulfonate d’éthyle ........cccceeieicciiieie e, 399
Figure 3-3. Structure de 1a déSOXYUNAINE .......uviieiiiiiecieeee e e e e e 40
Figure 3-4. Structure de la nitrosoguanidine de méthyle .........ccccoiieiieeiieecciie e, 40
Figure 3-5. Structure de Suberoylanilide hydroxamic acid(SAHA) ..........ccooeeeeiiieeeecciieeeeeenen. 40


file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495220
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495221
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495222
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495224
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495224
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495225
file:///C:/Users/clarah2/Documents/Thesis%20-%20Final%20version%20-%20August%202013-3.docx%23_Toc364495226

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Sélection des cellules révertantes par 'utilisation des virus oncolytiques............ 25
Tableau 2.Produits chimiothérapeutiques causant la réversion de cellules tumorales.......... 39
Tableau 3: Réversion tumorale due a I'utilisation de composants du systeme immunitaire . 45
Tableau 4. Sélection des cellules révertantes dérivées des cellules Hela et SiHa lors de leur

exposition aux différents agents sElectifs.........oovvieeiiciiie e, 49



1.0. Introduction

1.1. Généralités sur le cancer du col utérin

1.1.1. Définition

Le cancer se développe par la dérégulation des mécanismes qui contrdlent la
croissance et la prolifération de la cellule (1, 2). Durant le cycle de réplication cellulaire,
plusieurs protéines régulatrices sont responsables du maintien d’un équilibre entre, d’un
coté, la prolifération et la survie cellulaire, et de I'autre I'arrét de la prolifération, ou,
lorsqu’approprié, la mort cellulaire par apoptose. Cependant, dans certaines situations,
certaines protéines régulatrices peuvent étre inactivées. Le cycle de vie cellulaire est
alors bouleversé ce qui peut mener a la formation de tumeurs. Des altérations des
proto-oncogénes (génes dont I'expression favorise la formation des cancers) et/ou des
génes suppresseurs de tumeur (génes dont I'expression permet de contréler la
croissance cellulaire) peuvent entrainer la transformation de cellule normale en cellule
cancéreuse. Pour le cas de proto-oncogéne, des translocations chromosomiques comme
t(11,14) peuvent se produire dans certains lymphomes lors d’une infection virale. La
dérégulation de ces chromosomes contribue a la formation des cellules cancéreuses (2).
Par comparaison, la mutation ou l'inactivation des génes régulateurs lors de |’exposition

cellulaire aux facteurs cancérigenes conduit a la formation des cellules malignes (2).

1.1.2. Processus d’altération

A cause de I'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs et I’activation de la
télomérase, les cellules malignes se multiplient de facon incontrolée (3-6). Les cellules

de la muqueuse utérine peuvent secréter des protéines qui inactivent les génes



suppresseurs de tumeurs p53 et pRb, contribuant ainsi a la formation de tumeurs
malignes qui se répandent dans tous les tissus sains voisins. Généralement, le cancer est
défini comme une maladie génétique non héréditaire (7) parce que dans la maladie
héréditaire, I'anomalie génétique se trouve dans le chromosome d’un parent qui est

transféré au zygote, tandis que le cancer est d{i a la mutation spontanée du gene.

Le cheminement tumoral correspond a l'instabilité génétique des cellules
cancéreuses. Des modifications génétiques spontanées vont se réaliser menant a
I’existence de clones variants et des tumeurs hétérogénes (7, 8). Ces clones variants qui
ont des caractéres invasifs, antigéniques et métastatiques hétérogénes ou encore une

sensibilité inégale a la chimiothérapie, sont agressifs.

1.2. Propriétés fondamentales des cellules cancéreuses

1.2.1. Caractéristiques des cellules cancéreuses

Les mutations génétiques peuvent bouleverser le développement de la cellule
normale, stimulant la formation du cancer. Ces cellules transformées sont appelées
cellules tumorales car elles se développent indépendamment de signaux inducteurs
externes (9) c’est-a-dire qu’elles ne recoivent plus le signal de la différenciation cellulaire
(10) et le signal d’induction apoptotique (11). En temps normal, ces signaux inducteurs
contrdlent la division cellulaire ainsi que la survie de la cellule. Les cellules transformées
perdent aussi leur capacité de communication avec les cellules voisines ou avec la
matrice extracellulaire (9). Elles croissent individuellement et rapidement sans arrét et
poussent continuellement 'une au-dessus de l'autre en formant une masse appelée
foyer (12, 13). Alors ces cellules ont comme caractéristique de proliférer I'une au-dessus

de I'autre quand on les cultive dans le flacon de culture cellulaire (9), tandis que les
2



cellules normales arrétent de se multiplier lorsqu’elles recouvrent toute la surface du

flacon (un phénomeéne appelé « inhibition de contact »).

1.2.2. Génes impligués a la cancérisation

Les genes suppresseurs de tumeurs comme p53 et p2l jouent des roles
primordiaux durant le cycle de vie cellulaire (14). lls assurent le processus de la
transcription de la cellule et la progression du cycle cellulaire dans la phase G1. Les
mutations inactivant les génes p53 et p21 résultent en une diminution de la capacité
cellulaire a réparer I’ADN, favorisant I'accumulation de dommages au génome. La
capacité cellulaire d’entrer en apoptose suite a des dommages a I’ADN est grandement
réduite parce que p53 et p21 sont des agents activateurs de la mort cellulaire
programmée. La réplication cellulaire devient incontrolée en raison de la suppression de
I'apoptose. Les cellules cancéreuses se caractérisent donc également par un

déreglement des mécanismes de I'apoptose.

1.3. Facteurs de risque qui peuvent induire le cancer

Plusieurs facteurs peuvent entrainer des altérations de la structure ou de

I’expression des genes qui conduit a la formation du cancer

1.3.1. Mutations spontanées

Les mutations spontanées causent une altération de la séquence d’ADN durant la
réplication sans réparation (15). Autrement dit, la mutation se produit au hasard et peut
entrainer un changement dans |'expression ou la fonction des protéines cellulaires. Le

dysfonctionnement de ces protéines peut conduire au processus de cancérogenése.



1.3.2. Agressions génotoxigues

Les agressions génotoxiques (substances qui peuvent briser le chromosome) sont
effectuées par des agents chimiques carcinogénes exogénes ou endogenes et des
phénomeénes physiques comme des radiations ionisantes et non ionisantes ou les rayons UV

(15). Ces agents modifient ou altérent une ou plusieurs bases dans la séquence d’ADN.

1.3.3. Agrégations virales

Ce sont les anomalies au niveau de la séquence d’ADN a cause de linsertion des
oncogenes viraux dans le génome de la cellule I’'h6te qui conduisent graduellement aux
Iésions géniques par I'apparition de l'instabilité génétique et des cellules aneuploides qui

conduisent aux changements phénotypiques des cellules (16).

1.3.4. Exemple du cancer d’origine virale: le cancer du col de I'utérus

Le cancer invasif du col de l'utérus est causé par l'infection des cellules du col par
certains types du virus du papillome humain (VPH). Parmi ces types, les VPH 16 et 18 sont les
plus récriminés pour le cancer du col utérin (53.5% des cas attribuables au VPH16 et 17.2%
au VPH18) (17-19). Ces types de virus contiennent les oncoprotéines E6 et E7 qui ont comme
propriété de se lier aux protéines suppresseurs de tumeur p53 et pRb. Ces derniéres jouent
un role primordial dans le controle du cycle cellulaire et de I'apoptose. En plus, I'inactivation
de ces deux oncoprotéines se relie a 'activation de la télomérase via 'augmentation de
I'expression de hTERT (human telomerase reverse transcriptase) qui est effectuée par
I'oncoprotéine E6 (5). Le fait que ces oncoprotéines se fixent sur ces protéines et activent
I’enzyme télomérase entraine la perturbation du cycle de vie cellulaire. Ces bouleversements
de la vie cellulaire induisent certaines mutations dans I’ADN cellulaire d’ou vient la formation

des carcinomes.



1.4. Mécanismes moléculaires de la transformation cellulaire

La cellule cancéreuse a des caractéristiques totalement différentes de celles de la cellule
normale telles que : la croissance incontrélée, I'inhibition de I'apoptose, I'immortalité, la
capacité d’invasion, la production de métastases et la stimulation d’'une néoangiogénese
tumorale (20). Ces propriétés de la cellule cancéreuse sont obtenues a partir de la

perturbation de I'activité des produits de nombreux génes (20).

1.4.1. Oncogénes

a. Propriété :

Les oncogenes (comme le E6 et E7 du VPH) sont I'ensemble de tous les genes cellulaires
qui peuvent conduire a la transformation de la cellule. Le proto-oncogene (e.g. K-ras, RET)
est un gene normal qui se trouve dans le génome cellulaire. Par contre, une mutation sur
une seule de deux copies du proto-oncogene peut étre suffisante pour le convertir en
oncogene. Ce dernier participera alors aux déréglements cellulaires qui pourraient

éventuellement mener a la formation d’un cancer invasif (21, 22).

b. Mécanismes d’activation des oncogénes :

i Mutations ponctuelles :

Les mutations ponctuelles sont I'enlevement (i.e. délétion) ou linsertion ou la
substitution d’un nucléotide dans un geéne. Elles peuvent entrainer des effets
catastrophiques qui peuvent induire de grands changements dans le code génétique (23).
Ceci peut avoir un impact important sur les protéines encodées par ces génes

mutés : inactivation, suractivation, altération de la stabilité, changement de la localisation
5



intracellulaire, etc. La présence de ces protéines anormales peut ainsi contribuer a la

formation du cancer.

ii.  Amplification génique :

Une réplication anormale d’ADN qui contient un proto-oncogene peut se réaliser au
cours d’un cycle cellulaire, donnant lieu a I'accumulation de plusieurs copies géniques de
I’oncogéne. La surabondance de ces oncogenes libres mene a la surproduction des protéines
correspondantes. Prenons I’'exemple de cancer du poumon, ou la surexpression du récepteur

EGFR est reconnue comme étant responsable de la formation de la tumeur (24).

iii.  Translocation chromosomigque :

Au cours de la division cellulaire, il est possible que deux chromosomes non homologues
s’échangent réciproquement des portions de leur ADN, un phénomene qu’on appelle
translocation. Ceci peut provoquer des déséquilibres chromosomiques qui pourront
contribuer au développement d’un cancer (25, 26). Prenons I'exemple du lymphome de
Burkitt, ou une translocation entre les chromosomes 8 et 14 (t(8,14)) est observée dans les
lymphocytes B (26). Le résultat de cette translocation est que I'expression du géne c-myc est
maintenant sous le contrdle du puissant promoteur des immunoglobulines. Ceci cause une
augmentation considérable de I'abondance de la protéine c-myc, entrainant du coup la

dérégulation du cycle cellulaire et la transformation du lymphocyte B en lymphome.

iv. Insertion du génome viral :

Pour la majorité des virus oncogénes, l'incorporation d’une partie ou de la totalité du
génome viral dans I’ADN cellulaire est suffisante pour activer le processus du cancer dans la

cellule (27, 28). Prenons I'exemple de HPV a haut risque, 'incorporation du génome viral



(contenant les oncogenes E6 et E7) dans le génome de la cellule humaine est suffisante pour

causer la formation du cancer du col utérin.

1.4.2. Les génes suppresseurs de tumeurs :

La mutation d’un ou plusieurs genes suppresseurs de tumeurs mene a la néoformation
de la cellule normale en cellule maligne. Il y a plusieurs types de génes suppresseurs de
tumeurs chez I'homme, mais les plus connus sont : p53 et WT1 qui modifient la
transcription; et p16 et pRb (protéine du rétinoblastome) qui participent a la régulation du
cycle cellulaire (29, 30). La formation de la tumeur due a I'inactivation de génes suppresseurs
de tumeurs peut étre héréditaire et/ou spontanée. La maladie qui est développée par
I'acquisition d’une version mutée du pRb ou p53 conduit généralement a un cancer non
héréditaire. Le pRb et le p53 jouent un réle trés important dans le cycle cellulaire, c’est-a-
dire qu’ils interrompent le cycle cellulaire en réponse a plusieurs stress génotoxiques, dont
les dommages a I’ADN ou des anomalies au niveau des chromosomes. Les protéines pRb et
p53 activent aussi la voie apoptotique (30, 31). Pour le cas des cellules cancéreuses qui
contiennent des protéines pRb ou p53 mutées, ces cellules perdent leur capacité d’arréter le
cycle cellulaire et d’induire I'apoptose suite a des dommages a I’ADN. Alors, I'inactivation de
p53 et ou pRb peut conduire a I'apparition d’un cancer agressif qui pourra évoluer jusqu’a la

production de métastases.



2.0. Tumeur du col de 'utérus

2.1. Anatomie du col utérin

2.1.1. Appareil génital féminin

La Figure 2.1 représente la coupe longitudinale de I'appareil génital féminin. La partie
plus externe est le vagin. Le col de I'utérus le suit. Ce dernier se divise en deux parties selon
son type de tissus. La partie externe appelée exocol, est constituée de I'épithélium
malpighien ou pavimenteux stratifié non kératinisé (Figure 2.2) ou le cycle réplicatif du virus
HPV commence (32). La partie interne, nommée endocol, est définie par la présence de

I’épithélial cylindrique (Figure 2.3) (33, 34).

Ligament rond Portion interstitielle
Fond de I'utérus dela trompf
Corne utérine Isthme tubaire
Ostium utérin Ampoule tubaire
Cavité utérine i
Endomeétre Ostium tubaire
Myométre Franges tubaires
Corps de |'utérus Artére ovarique
Isthme utérin Frange ovarique
(de Richard)
Endocol
Ligament lombo-ovarien
Exocol Follicule de De Graaf
Cul-de-sac vaginal Corps jaune
Vagin Ligament utéro-ovarien
Vaisseaux utérins

Figure 2-1. Structure de I'appareil génital féminin

Les deux éléments intéressants dans I’étude du cancer du col utérin sont I'’endocol et
I’exocol (en jaune) ou l'infection virale commence (35).



2.1.2. Epithélium de I’exocol

La cellule de I'exocol (Figure 2.2) est un épithélium pavimenteux stratifié non

kératinisé en couleur rose pale et riche en glycogéne (36)

Couche cellulaire ... - 2
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Couche celluiaire
Intermeédiaire
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Papile

A
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Membrane basale ol . ) of }
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Figure 2-2. La coupe histologique de I'exocol

Ce tissu est constitué par I'épithélium pavimenteux stratifié non kératinisé. Il est
divisé en 3 couches : membrane basale ou l'infection virale commence, couche cellulaire
intermédiaire et couche cellulaire superficielle (36).

2.1.3. Epithélium de 'endocol

L’endocol (Figure 2.3) est formé par une seule couche de cellules cylindriques avec

des noyaux sombres (36).
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Figure 2-3. La coupe de I'endocol : Ce tissu est formé par un épithélium cylindrique composé
des stroma (36) .

2.2. Etude de I'agent infectieux qui cause le cancer utérin : le virus du papillome

humain

2.2.1, Classification
Les papillomavirus humains (VPH) appartiennent a la famille de Papillomaviridae (19,
37). Ces virus sont classés selon leur séquence nucléotidique génomique. Plus de 100 types
de VPH sont identifiés. Ce sont des virus nus, ayant une capside icosaédrique a symétrie
cubique de 55 nm de diamétre avec 72 capsomeres (Figure 2-4). Leur génome est une
molécule d’ADN bicaténaire circulaire, superenroulée composée de 8000 paires de bases.
Une région précoce E(Early) du génome viral encode les protéines régulatrices. Une région

tardive L (/ate) est responsable de la synthése des protéines capsidiques (38).
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Figure 2-4. Particule virale
La particule virale est composée de plusieurs capsomeres sous forme de pentameéres

(39)

2.2.2.Composantes génétiques du VPH et leur fonction.

Le génome du VPH encode plusieurs cadres de lecture ouverts (Figure 2.5), qui ont

les fonctions suivantes.

Protéines précoces E (Early)
E1: ce géne encode la protéine E1 composée de 600 a 650 acides aminés (32). Ce

géne joue un role trés important dans la réplication et la transcription (40)

E2 : la protéine dérivée de ce géne est constituée de 400 acides aminés (32) et
possede une fonction semblable a E1 (40, 41)

La perte de ces deux genes (E1 et E2) entraine une dérégulation de la formation des

oncoprotéines E6 et E7 (40)

e E4: l|a protéine codée par E4 participe a la maturation de la particule virale et aide a

la libération des virions (42)
11



ES5 : le cadre de lecture E5 est court et encode de petites protéines (7 kb) constituées
de 50 acides aminés (32). Cette protéine participe a I"évasion cellulaire (43, 44).

Autrement dit, elle participe a la progression de la |ésion prémaligne

E6: ce gene code l'oncoprotéine E6 constituée de 150 acides aminés. Cette
oncoprotéine est nécessaire a la modification génétique de la cellule. Elle active la

telomérase et inhibe la protéine suppresseur de tumeur p53 (5, 19)

E7 : celle-ci ressemble a E6 a cause de son importance dans la transformation
cellulaire. L'oncoprotéine E7 active la telomérase et inhibe la protéine suppresseur

de tumeur pRb (5, 19)

E8 : la protéine E8 a une fonction semblable a la protéine du géne E5 (45).

Protéines tardives L (Late)

L1: un geéne tardif qui synthétise la majorité des protéines de la capside virale. Il
contient des antigénes identiques pour tous les papillomavirus et ainsi que quelques

antigénes spécifiques aussi (46, 47).

L2 : il s'agit d’'un géne tardif qui produit les protéines capsidiqgues mineures et

comporte généralement certains déterminants antigéniques (46, 47, 48).

12
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E5

Figure 2-5. Organisation du génome viral du VPH16

Le génome viral est constitué de 9 cadres de lectures ouvertes divisés en deux
groupes majeurs : les génes précoces E (E1, E2, E4, E5, E6, E7 et E8) qui synthétisent
les protéines précoces - ce sont des enzymes nécessaires au cycle de réplication- et
les genes tardifs L (L1 ET L2) qui codent les protéines de structure (49, 50).

2.2.3. Cycle de réplication viral

Le cycle de réplication dépend de la différenciation de I'épithélium (Figure 2-6). Les VPH
peuvent s’attacher sur la membrane basale ou les cellules épithéliales basales via les
récepteurs sulfates protéoglycane héparines et une intégrine (51, 52,53, 54) Ensuite, les
cellules englobent les virus par le phénomene d’endocytose via les clathrines pour le cas du
VPH 16 et des alvéoles pour le VPH 31 (54). Quand le virus arrive dans la cellule, il libéere son
génome par le phénomene de décapsidation. Ce génome migre vers le noyau grace au
réseau protéique du cytosquelette. Durant la premiére phase de linfection, seules les
protéines virales E1 et E2 sont exprimées, puis I'expression d’E6 et E7 suit. L'ADN viral se

combine avec I’ADN de la cellule, un phénomeéne qui se fait de fagon réversible (54). On

13



trouve rarement une mutation d’insertion, mais cette intégration déclenche le processus

d’immortalisation de la cellule.
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Figure 2-6. Cycle de réplication virale
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Cette image représente le déroulement du cycle de réplication du papillomavirus qui
commence par son infection dans la membrane basale de I'épithélium pavimenteux. La
partie a gauche représente les différentes couches normales de I’épithélium. La partie a
droite montre I'altération de cet épithélium a cause de l'infection virale (52).

2.2.4. Controle de la transcription et de la réplication

La région non-codante de tous les génomes du papillomavirus se situe entre la fin du
cadre de lecture L1 et le début du cadre de lecture E6. Cette région contient environ 850
paires de bases (55). Elle est complexe et peut contrdler I'expression du génome viral et sa

multiplication en présence de signaux de régulation. Cette région contient des signaux de

14



polyadénylation qui permettent de transcrire les cadres de lectures tardifs et l'initiation de
nombreux messagers précoces par le biais d’une boite TATA. De plus, cette région comporte
plusieurs éléments communs pour tous les papillomavirus et des éléments particuliers qui

jouent aussi un réle important dans le processus de cancérisation.

2.2.5. Les oncogenes du VPH

Le mode de réplication viral commence durant I'état de différenciation de la cellule
hote. Les oncogenes de VPH, comme le VPH 16 dans la Figure 2-5, contiennent 8 cadres de
lectures ouverts (ORF : Open Reading Frames) et transcrivent ’ARNm sous le contréle de LCR
(Long Control Region). La réplication de ce virus dépend des enzymes et de la machinerie de
la cellule héte (6, 19, 56). Leur réplication a lieu durant la division des kératinocytes. Lors de
I'incorporation des oncogénes viraux dans le génome de la cellule hote durant la phase S, les
oncoprotéines obtenues ont pour fonction d’endommager la membrane basale du col utérin

(56).

a.La description et le réle de I'oncogéne E7

La protéine E7 du VPH a haut risque est une petite phosphoprotéine qui n’a pas
d’homologue chez I'humain (19, 56). Cette oncoprotéine comprend deux domaines
importants CR1 (conserved region 1) et CR2 (conserved region 2) dont la structure a une
ressemblance a la protéine E1A de I'adénovirus et au grand antigene du virus SV40. Ces
oncoprotéines modifient les protéines nécessaires a la régulation de la transcription de la
protéine E2F, comme les protéines pRb, P1g7 et P130 durant la phase S de la division cellulaire
(Figure 2-7) (56). Ces oncogenes E7 menent a la dégradation de la protéine de pRb via
I"'ubiquitine ligase cullin2-E3. L'E7 de VPH est lié avec le pRb par les acides aminés Leu-X-Cys-
X-Glu qui se localisent dans le domaine CR2 (6). Certains acides aminés qui se situent dans le

domaine CR1 sont également importants dans la destruction de pRb. L'E7 du VPH a haut
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risque, par comparaison a celui du VPH a bas risque, cause l'inhibition de la protéine pRb.
Par la suite, la protéine cellulaire E2F est activée ce qui stimule la prolifération du cycle
cellulaire (Figure 2-7). Par conséquent, la présence de I'oncogéne E7 du VPH a haut risque
détériore le cycle cellulaire en bloquant la fonction de la protéine suppresseur de tumeur

pRb.

b. L'oncogéne E6 de VPH

L'oncogéne E6 de VPH est composé de 150 acides aminés. Cet oncogene E6 de VPH a
haut risque peut modifier la structure de la protéine p53 par la protéolyse (19, 57).
Premiérement, 'E6 du VPH a haut risque se lie avec la protéine cellulaire E6-Ap, puis le
complexe E6-E6Ap s’associe avec le p53 menant a la dégradation de ce dernier via le
protéasome (Figure 2.8). Ceci fait en sorte que la protéine p53 se trouve en faible quantité
durant la phase G1 du cycle cellulaire chez les cellules infectées. La conséquence immédiate
de cette réduction des niveaux de p53 est que la progression du cycle cellulaire, notamment
pendant la phase G1, se fait de maniére ininterrompue et ne répond plus aux signaux de
stress déclenchés par les dommages a I’ADN. De plus, l'induction de I'apoptose, qui
accompagne généralement linfection virale et qui limite la propagation du virus, est
compromise. Alors, la principale fonction d’E6 est de perturber un élément central du
contréle de la division cellulaire. Corollairement, la prolifération de cette cellule devient

incontrolable, facilitant son immortalisation.
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Figure 2-7. Inactivation de la protéine suppresseur de tumeur Rb par 'oncogéne E7

Dans la cellule normale, la protéine pRB se lie avec la protéine E2F pour inhiber I'activation
du cycle cellulaire. Par contre, I'arrivé de la protéine E7 crée une liaison avec le pRb et la
protéine E2F devient libre. Cette derniére stimule la réplication d’ADN et la prolifération de
la cellule (57).

17



Stabilisation et ' Dommage
acthvation _,-f d'ADN

. “1
5:4 I.-’-'-( .E___H_d_.-"\x./" l-"'f

induire —
S apoptose {

)

Liaison aved psh3

L

Dégradation du m/

protéasome

Arrét du oycle

Figure 2-8. Inhibition de la protéine suppresseur p53 par I'oncogéne E6

La protéine p53 est responsable de I'activation de I'apoptose. Lors de I'infection virale (VPH), 'oncogéne E6
s’attache a la protéine E6-Ap et le complexe E6-E6AP dégrade la protéine p53. Alors, la cellule ne peut plus

activer la voie anontotiaue. et sa nrolifération devient incontrolée (57).

2.2.6. Mécanisme de I’évolution du cancer du col utérin

La présence de plusieurs types de VPH dans le col de 'utérus est liée fortement au
développement des NCI (Néoplasie Cervicale Intra-epithélilale) et de cancer invasif (58-60).
Les deux types les plus incriminés sont les VPHs 16 et 18 qui sont responsables de la majorité
des cas de cancer du col utérin dans le monde et surtout dans les pays développés (61).
Cette maladie touche aussi les pays africains y compris Madagascar avec un taux de 17 a 18
% de femmes atteintes de ce cancer (62, 63). Les chercheurs ont illustré qu’il y a une forte
relation entre le VPH cancérigéne et le taux élevé du NCI. La prévalence des porteurs du VPH
a haut risque est plus élevée chez les individus de 30 ans et moins, et elle diminue chez les
femmes de plus de 30 ans (64). Les cellules cibles du virus sont les cellules basales de

I’épithélium métaplasique (65). Lors d’une infection persistante, le génome viral s’incorpore
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avec le chromosome de la cellule hote. Si le malade ne commence pas le traitement, les
lésions précoces de faible degré envahissent toute I'épaisseur de I'épithélium. Elles se
propagent vers la membrane basale et se convertissent en cancers invasifs (Figure 2-9).
Ensuite, les cellules cancéreuses se diffuseront aux organes et tissus avoisinants et puis vers
les vaisseaux sanguins et lymphatiques pour finir vers les ganglions et les organes plus

éloignés (58).

a. Relation entre le NCI et le cancer invasif

La période d’incubation de la maladie cervicale est trés longue a partir de I'état
préinvasif qui est présenté par des différents degrés de néoplasie cervicale intraépithéliale
(NCI) jusgu’a I'évolution d’un carcinome invasif (Figure 2-9) (36, 60). Aucun symptome
n’apparait chez les femmes porteuses de NCI. Seul I'examen histopathologique nous permet
de confirmer I'existence de NCI dans le col utérin de la femme. En plus, une NCI se trouve
sous forme de cellules indifférenciées composées d’'un noyau volumineux, une intensité
accrue de la coloration nucléaire, un polymorphisme nucléaire avec un noyau de taille
variable et un cytoplasme restreint (36, 66, 67). La classification du degré de NCI dépend de
la proportion de I'épaisseur de I'épithélium contenant la tumeur. Dans le cas de NCI1, seules
les couches les plus profondes de I'épithélium sont touchées. La NCI2 a eu lieu quand il y a
des altérations cellulaires dysplasiques confinées a la moitié ou aux deux tiers inférieurs de
I’épithélium avec une dégradation plus nette que celui du degré 1. Pour la NCI3, Ia
différenciation et la stratification ont presque disparu, mais les anomalies nucléaires

submergent la totalité de I'épaisseur de I'épithélium.
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b.Lésions NCI transitoires

Les lésions de NCI sont traitables et transitoires (36, 67) . C'est-a-dire qu’elles
peuvent disparaitre au bout de quelques temps et ne se convertissent pas nécessairement
en formes dangereuses. Par contre, les NCI de haut degré (NCI2 et NCI3) peuvent s’aggraver
vers un cancer invasif (Figure 2-9.). La période d’incubation est comprise entre 25 a 30 ans

avant de devenir une tumeur maligne (60).

c . Cancer envahissant

Le cancer invasif du col utérin est défini comme une tumeur maligne qui est en état
grave (Figure 2-9). Les symptomes les plus fréquents sont: saignement intermenstruel,
saignement post coital, pertes vaginales abondantes séropurulentes, cystite récurrente,
douleurs dorsales et pelviennes, cedeme des membres inférieurs, obstruction urétérale,
occlusion intestinale, dyspnée provoquée par une forte anémie et a une cachexie (36, 68).
Les cancers plus évolués peuvent provoquer des tumeurs qui ressemblent a un champignon
ou a un chou-fleur avec des pertes vaginales purulentes et puantes qui ne se manifestent
jamais a la surface. Lorsque la prolifération de la cellule tumorale continue, la tumeur peut
attaquer le vagin et les autres organes voisins. En plus, au cas ou l'urétre se rétrécit, la
patiente peut avoir un probléme rénal sérieux. Ensuite, le cancer ne cesse de se multiplier; il
envahit les ganglions lymphatiques et se propage vers les organes plus éloignés puis finit par

la formation des métastases (36).
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Figure 2-9.Evolution du cancer

Les différentes étapes de I'altération de la cellule normale jusqu’a la formation du

cancer invasif (69)

2.2.7. Traitement et prévention de VPH

Les deux vaccins Gardasil® de Merck et Cervarix® de GlaxoSmithKline sont utilisés
pour traiter I'infection virale due au VPH. Ces deux vaccins contiennent les protéines virales

L1, L2 de VPH et protegent les cellules voisines non infectées contre les attaques de ce virus.
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Le Gardasil® est un vaccin quadrivalent qui peut étre utilisé pour combattre I'infection des
guatre génotypes viraux comme les VPH 6 et 11 qui sont responsables des verrues génitales
bénignes et le VPH 16 et 18 qui sont responsables de tumeur maligne (70, 71). Par analogie,
le Cervarix® est un vaccin bivalent qui lutte contre les attaques des virus carcinogenes VPH

16 et 18 (70, 72).
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3.0. Modeles de réversion tumorale pour un nouveau traitement du cancer du

col utérin

3.1. Etude de la réversion tumorale du cancer

3.1.1. Définition du terme réversion

En génétique moléculaire, le terme « réversion » désigne une régénérescence d’un
phénotype parental dans les organismes mutés. Prenons I'exemple d’'une mutation
ponctuelle: il y a une réparation d’une séquence nucléotidique mutée pour redevenir
normale. Dans la recherche scientifique concernant le cancer, le terme « réversion » indique
le phénomene de la récupération d’'un phénotype normal au milieu d’une population
cellulaire transformée. Dans ce dernier cas, on ne peut pas confirmer que la réversion
tumorale est due au changement de la séquence nucléotidique (73), mais les cellules qui

acquiérent leur phénotype parental normal sont appelées cellules révertantes.

3.1.2. Caractéristique de la cellule révertante

D’apreés les explications ci-dessus, les cellules révertantes peuvent étre reconnues par
le retour au phénotype parental normal afin de quitter leur état malin. Ces cellules
révertantes sont des cellules filles qui proviennent de la conversion spontanée de cellules
tumorales et qui possedent un phénotype différent et moins tumorigéne que celles des
cellules parentales tumorales (74). Notamment, les cellules révertantes ne peuvent pas
proliférer dans un milieu contenant une faible concentration de sérum ou en absence
d’adhésion a un substrat extracellulaire. Les cellules révertantes perdent aussi leur capacité
a former des tumeurs lorsqu’elles sont injectées dans des souris, et récupérent I'inhibition

de contact (75).
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3.2. Obtention des cellules révertantes a partir de I'utilisation de différents
agents sélectifs

3.2.1. Virothérapie

Il'y a plus de vingt ans, les chercheurs ont découvert que plusieurs virus ont un effet
oncosuppressif. Citons parmi eux, le virus de I'herpés simplex (HSV) qui fut le premier virus
identifié en laboratoire en 1991 ayant une propriété oncolytique (76). Ensuite, il y a I'effet
cytolytique de I'adénovirus découvert en 1996. Méme si ces deux virus sont connus comme
pathogenes chez I'étre humain (76), ils sont trés importants dans le contexte de la thérapie
anti-cancéreuse. Lors de [lutilisation des virus oncolytiques, la plupart des cellules
cancéreuses meurent, mais certaines d’entre elles deviennent résistantes aux effets
cytolytiques. Parmi les cellules résistantes aux virus oncolytiques, on peut sélectionner des
cellules révertantes a l'aide de I'agar mou. Alors, le virus oncolytique est utilisé non
seulement pour tuer les cellules malignes, mais ils sont importants comme outil de sélection
des cellules révertantes. Pour cette raison, nous allons élaborer la relation existante entre

les virus oncolytiques et les cellules révertantes.

Voici ci-dessous un tableau qui illustre les différents types de virus oncolytiques

intéressants a I'obtention des cellules révertantes.
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Tableau 1. Sélection des cellules révertantes par l'utilisation des virus oncolytiques

Agent sélectif

Geéne modifié

Mécanisme d’action

Parvovirus

Geéne HSP70, HSP72

Géne du TCTP et sub-
G1

Réduction des protéines (HSP70 et 72) pour
activer la voie apoptotique

Inhibition de TCTP et régulation du cycle
cellulaire

Le virus de I'Herpés
simplex: HSV1790 +
promédicament

Géne inconnu

Phénomeéne d’oxydo-réduction

Réduction de la tumeur en ampechant la
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L'utilisation de virus oncolytiques en tant que stratégie expérimentale d’inhibition de la
prolifération de la cellule tumorale est basée sur la capacité de ce virus d’infecter, se
répliquer, et s’accumuler dans les cellules cancéreuses. Le virus modifie alors le
comportement de la cellule cancéreuse infectée. Ces virus peuvent ainsi se disperser dans

toutes les cellules malignes voisines sans endommager les cellules normales (77).

Les virus oncolytiques sont classés en deux catégories : 1) les virus ayant des propriétés
naturellement oncolytiques comme le parvovirus (73, 78-80) et le HSV1 (81), et 2) les virus
qui contiennent des génes modifiés comme les virus de I’herpes simplex HSV1716, HSV1790
(82), 'adénovirus ad-DLC1(83) , certains réovirus atténués (84) et certains virus de rougeole

atténués (85).

a Les virus naturellement oncolytiques qui se relient au concept de la réversion tumorale

Le parvovirus :

Parmi les virus qui ont un effet oncolytique naturel, des chercheurs ont souligné
I’efficacité du parvovirus pour obtenir la réversion tumorale. Plusieurs espéces de parvovirus
sont identifiées et la plupart d’entre elles ont un effet cytotoxique envers la cellule tumorale.
Plusieurs cancers sont traitables avec le parvovirus, y compris le cancer du cerveau (gliome,
médulloblastome, méningiome) (78), les neuroblastes (79), les mélanomes et les cancers
gastro-intestinaux. Par contre, la vertu oncolytique du parvovirus est limitée pour certains
cancers. Notamment, |'effet nocif du parvovirus est transitoire pour le cancer du coélon (73)

et ’'hémangiosarcome (80).

La réversion de la cellule tumorale est due a I'activation de I'apoptose aprés l'infection
parvovirale (73, 79). Le rétablissement de |'apoptose est relié a la réduction des niveaux des

protéines du choc thermique HSP70 (heat shock protein 70), et HSP72 (86). La présence des
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protéines HSPs dans la cellule tumorale est bénéfique pour cette cellule parce qu’elles ont
des fonctions multiples. Elles distribuent les nouvelles protéines dans différentes cellules,
sont responsables du repliement des protéines dans certaines organites, dissocient certains
complexes de protéines, participent a la régulation d’autres protéines et enfin contrélent la
voie apoptotique (87). Les protéines HSP70 et HSP72 sont des exemples des protéines HSP
qui ont pour fonction d’inhiber I'apoptose (88). Ce rehaussement de I'expression est
détectable dans plusieurs types de cancer. Par contre, une réduction de I'expression des
protéines HSP70 et HSP72 est détectée dans les cellules révertantes traitées avec le
parvovirus. Par conséquent, I'inhibition des protéines HSP70 et HSP72 semble participer au

phénoméne de la réversion tumorale.

Dans certains cas, I'activation de I'apoptose est reliée a l'inhibition de la protéine TCTP
(translationally controlled tumor protein). La protéine TCTP est une protéine
multifonctionnelle. L'une de ses fonctions est d’induire un effet anti-apoptotique (73).
Rappelons que les changements génétiques constituent I'une des causes de la cancérisation.
Dans plusieurs cellules cancéreuses, le niveau de la protéine TCPT est élevé. Ainsi, la
surexpression de la protéine TCTP joue un réle d’oncogéne car la cellule perd sa capacité
d’induire la mort cellulaire pour les cellules inutiles ou ayant un dommage a la séquence
génomique. Par contre, les cellules révertantes sélectionnées par le parvovirus H1
contiennent un faible niveau de la protéine TCTP. Le parvovirus H1 est alors capable
d’inhiber cette protéine. L'inactivation de cette protéine est reliée a la stimulation de
I’'apoptose car des cellules fragmentées sont détectées en sub-G1. Grace a ce mécanisme, les
cellules tumorales de cerveaux traitées in vivo et in vitro avec le parvovirus ont acquis leur
état normal. La rémission de ces cellules est vérifiable a partir de I'obtention des clones

dérivés qui ne poussent pas sur I'agar mou (78). Ces clones révertants dérivés des cellules
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tumorales de cerveau demeurent stables parce qu’ils peuvent vivre plus de 5 ans sans
retourner a I'état malin (78). Le cancer du neuroblaste est aussi traitable avec le parvovirus
H1. La microscopie de fluorescence a confirmé que ce virus peut pénétrer ce type de cellule
cancéreuse et s’incorporer dans le génome de la cellule hote. La conversion de la cellule
cancéreuse en cellule normale est trés rapide parce que huit des clones révertants sont
apparus apres la destruction de la cellule cancéreuse. La réversion de ces cellules est le

résultat de I'activation de la voie apoptotique (79).

Le parvovirus est aussi recommandé pour le traitement du mélanome et du cancer du
cOlon (73). Des cellules révertantes ont été isolées lors de I'exposition de lignées cellulaires
malignes du mélanome et du c6lon (SK-290Mel-1, MZ-Mel2 et Sk-Mel94, LS10-34, DLD-1) au
parvovirus H1 (73). Ce parvovirus peut infecter ces cellules et ceci est mis en évidence par la
détection de la protéine virale NS1 a I'aide de I'immunobuvardage Western. Cependant, la
sensibilité de ces cellules n’est pas la méme. Certaines lignées cellulaires comme LS10-34
sont plus résistantes a ce virus (73). Ensuite, les clones CL4 et CL6 dérivés de la lignée
cellulaire DLD-1 et qui ont été obtenus a partir de l'infection parvovirale de ces cellules
cancéreuses du cOlon ne pouvaient croitre en milieu d’agar mou, confirmant qu’ils ont
adopté un phénotype normal (73). En plus, des analyses complémentaires ont montré que le
parvovirus n’est pas toxique chez le lymphocyte et monocyte, c’est-a-dire que ce virus n’est
pas nocif pour la cellule normale (73). Ainsi, les clones dérivés du mélanome et du célon lors

de l'infection parvovirale sont des cellules normales.

Le pouvoir cytotoxique du parvovirus est plus limité dans le cas de cancers comme
I’'hémangiosarcome. Méme si le parvovirus peut infecter la lignée cellulaire H5V, cette lignée

cellulaire demeure en état malin (80). Le traitement a forte dose virale de la lignée cellulaire
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H5V a donc échoué parce qu’elle ne peut pas induire I'apoptose. Pour cette raison, cette
cellule est résistante au parvovirus. Par conséquent, d’autres facteurs a part les protéines

HSP70 et TCTP peuvent étre la cause de la cancérisation.

b Les virus oncolytiques ayant des génes modifiés

i. Le virus herpés simplex HSV1716 et HSV1790

Plusieurs types de virus oncolytiques sont caractérisés par des genes modifiés. Le virus
herpées simplex HSV1 qui contient un géne modifié a un effet important en ce qui concerne la
destruction de la cellule tumorale. Environ 100 espéces de virus herpés sont identifiées.
Chaque espeéce infecte des cellules hotes différentes, mais le HSV1 est spécifique des cellules
des étres humains (89). Le HSV1 posséde une fonction thérapeutique anti-cancéreuse a
cause de sa capacité a se répliquer a l'intérieur de la tumeur, causant ensuite la mort des
cellules tumorales. Plusieurs dérivés de HSV1 ayant un effet oncolytique intéressant sont
identifiés (90). Parmi eux, le HSV1 qui contient un gene ICPO muté (ICPO a pour fonction
d’activer 'enzyme protéasome qui dégrade plusieurs protéines cellulaires) est utilisé pour
traiter certains types de cancer comme le cancer du cblon, du sein, de la prostate et du
poumon (90). Cependant, le mécanisme de la destruction n’a pas encore été élucidé. De
plus, la suppression de certains genes qui synthétisent I'ICP34.5 et I'ICP47 peut aussi
améliorer |'effet oncolytique de HSV1 (91). Les protéines ICP 34.5 et ICP47 sont responsables
de la virulence neurale du virus de I’herpés. Leur absence minimise alors I'effet pathogéne
sur la cellule normale. Autrement dit, ce virus devient spécifique pour la thérapie de la

cellule maligne.
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Parmi les virus HSV1 atténués, le HSV1716 et HSV1790 ont une caractéristique qui
permet d’obtenir des cellules révertantes. Le HSV1716 est un virus herpes obtenu a partir de
la mutation du gene RL1 du virus. Ce virus contient une propriété anti-tumorale envers les
cancers de gliome, ovarien, du poumon et du sein (91). Suite a la faiblesse du pouvoir anti-
tumorigéne du HSV1716, les chercheurs ont découvert d’autres moyens pour améliorer sa
capacité a induire une cytolyse. Un nouveau virus appelé HSV1790, plus fort que le
précédent, exprime un effet cytolytique envers le cancer. Ce dernier est spécialement d{ au
résultat de l'incorporation de la nitroréductase (NTR) d’Escherichia coli dans le géne RL1 du
HSV1716 (82). En plus, le NTR active le promédicament CB1954 pour devenir un agent
cytotoxique. Par définition, le promédicament est une substance pharmacologique sous
forme inactive dérivée d’'un produit chimique (92). Le promédicament est utilisé pour
améliorer la thérapie via I'augmentation ou la réduction de sa toxicité. Le HSV1790 contient
aussi le NTR, mais son effet cytolytique n’est pas suffisant pour tuer les cellules cancéreuses.
Par comparaison, I'utilisation du promédicament seul n’a pas de sens dans le traitement des
cancers. Par contre, 'assemblage de ces deux thérapies (HSV1790 et CB1954) accentue leurs
propriétés oncolytiques respectives et améliore la survie de la cellule révertante. Le
HSV1790 a donc besoin d’un activateur pour lyser les cellules tumorales. L’efficacité de cette
bithérapie est vérifiable lors du traitement des lignées cellulaires tumorales (376, A431) (82)

. D’ailleurs, celles-ci ménent a I'obtention des cellules révertantes.

Le mécanisme d’action de la bithérapie HSV1790 et CB1954 pour tuer les cellules
tumorales est dii au phénomeéne d’oxydo-réduction. Lors de son introduction a la cellule
maligne, la combinaison de cette thérapie libére un nouveau produit nommé hydroxylamine.
Ce dernier active une réaction chimique avec I'acétylthioester dans la cellule porteuse en

fabriquant un autre produit dérivé de N-acétoxy (Figure 3-1). Méme si la formation de
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I’hydroxylamine est transitoire, ce produit entraine un effet gravement cytotoxique envers la
cellule cancéreuse en scindant la liaison ADN-ADN de la cellule tumorale et en détruisant

cette cellule (93).

La transplantation de cellules cancéreuses A431 chez des souris saines confirme
I'efficacité de cette bithérapie. Les résultats ont montré que chez les souris traitées avec la
combinaison de HSV1790 et le promédicament CB1954, la tumeur a été réduite cinq fois par
rapport a celle des souris transplantées par la méme cellule traitée avec le HSV1790 (82).
L'utilisation de HSV1 atténué avec le produit chimique est une donc bien meilleure facon

d’obtenir des cellules révertantes.
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Figure 3-1. Mécanisme réactionnel entre I’hydroxylamine et I’acétylthioester effectué par le
promédicament CB1954 dans la cellule cancéreuse
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ii. L’adénovirus atténué

L’adénovirus atténué est un autre type de virus oncolytique. La modification du génome
de I'adénovirus augmente son effet cytolytique. Ce virus peut provoquer I'apoptose dans la
cellule cancéreuse pour corriger son comportement. Premierement, la capside virale est
composée des protéines hexon et penton qui lui permettent de s’attacher a leurs récepteurs
cellulaires, les intégrines a,B3 et a,Bs (94). Lors de la réplication virale, I'accumulation de
particules virales dans le cytoplasme a un effet cytotoxique via la lyse cellulaire.
Deuxiémement, les protéines virales E1A et E1B, qui se lient avec les protéines suppresseurs
de tumeurs pRb et p53 respectivement (95), peuvent déclencher I'apoptose et activer le
facteur de nécrose tumoral alpha en bloquant les anticorps antagonistes. Par contre, ces
protéines virales ne sont pas suffisantes pour détruire les cellules cancéreuses. Des
modifications sont effectuées dans son génome pour améliorer |'effet oncolytique. Deux
types d’adénovirus ayant un gene modifié (ad-DCL1 et ad-TSLC1) peuvent étre utilisés pour

traiter certains types de cancers (96).

L’adénovirus ad-DCL1 est une meilleure thérapie pour le cancer de la prostate. Dans la
plupart des cancers de la prostate, le géne suppresseur de tumeur DLC1 (aussi appelé Rho-
GTPase activating protein 7 ou start domain containing protein.) est bloqué. L’ARNm
correspondant au gene DLC1 a une longueur de 6 kb et est composé de 14 exons (97). Ce
gene est localisé sur le chromosome 8p21.3-22, régularise la voie transcriptionelle en évitant
I’hyperméthylation, contréle la prolifération et la morphologie de la cellule et empéche la
formation de la tumeur et de la métastase en agissant comme un suppresseur de tumeur
(97, 98). La perte de ce gene dans les cellules cancéreuses de la prostate est reliée au

rehaussement du taux de méthylation et a la déacétylation des histones qui maintiennent la
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voie transcriptionnelle (99). Par conséquent, I'absence de ce géne bouleverse la prolifération
de la cellule (100). L’exposition de la cellule cancéreuse de la prostate a I'ad-DCL1 entraine
alors une récupération de la fonction de cette protéine DCL1 dans cette cellule maligne. La
restauration de cette protéine dans la cellule maligne de la prostate conduit non seulement
a la récupération de sa fonction, mais elle augmente la probabilité d’obtenir des cellules
révertantes. Les cellules cancéreuses de la prostate reprennent donc leur phénotype normal.

Cette rémission de la cellule est confirmée par le test a I’lagar mou (96).

Le mécanisme d’obtention de la cellule révertante dépend de la capacité de la protéine
DLC1 a maintenir le mouvement cellulaire et d’activer la voie apoptotique. La protéine
encodée par ce géne s’attache a la cellule via des sites alpha-caténines. La région 340 jusqu’a
630 de la protéine DLC1 est riche en sérine qui lui permet de s’attacher a la région 117
jusqu’a 161 de l'alpha-caténine (101). La lignée cellulaire C4-2B2 de la prostate est riche en
alpha-caténines, mais le géne DLC1 est absent. L’'infection de cette cellule par I’ad-DLC1 crée
une liaison entre I'alpha-caténine de la cellule et la protéine DLC1. Cette restauration de
I'activité DCL1 dans la cellule réactive la voie apoptotique et normalise la cellule maligne. Par
contre, le pouvoir oncolytique d’ad-DLC1 est limité. Aucune cellule révertante n’est observée
dans la lignée cellulaire de prostate PC3. L'absence du géne DLC1 et des régions d’alpha-
caténine est notée dans cette lignée cellulaire (101). Le DLC1 porté par I'adénovirus reste en
état libre lors du traitement de cette cellule avec le vecteur ad-DLC1 a cause de I'absence de
ce site alpha-caténine. Par conséquent, la cellule PC3 n’est pas traitable avec cette thérapie.
D’aprés ce concept, le pouvoir cytolytique de I'ad-DLC1 dépend de la présence du site

d’attachement de DLC1 a la cellule tumorale.
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Comme cela a été mentionné ci-dessus, I'ad-TSLC1 est un autre type d’adénovirus ayant
un géne modifié qui a une propriété thérapeutique anticancéreuse. Le géne TSLC1 est un
suppresseur de tumeur qui participe au déroulement de la synthése d’ARN en empéchant
I"hyperméthylation (102, 103). La protéine TSLC1 s’attache a la cellule par la liaison
homophiligue avec le calcium et le magnésium (103). La TSLC1 est une protéine
transmembranaire dimérique. Le géne encodant cette protéine suppresseur de tumeur est
localisé dans le chromosome 11g23.2 (104). La protéine TSLC1 est composée de 442 acides
aminés, et des travaux récents montrent que les niveaux de cette protéine sont trés bas
dans certains cancers dont ceux de |'cesophage, le col utérin cervical, du nasopharynx et le
mélanome. Alors, l'inhibition de la protéine TSLC1 est en partie responsable de la
cancérisation (105). L'inactivation de cette protéine est détectable aussi dans le cancer du
poumon. Le traitement d’une lignée cellulaire maligne du poumon A549 par I'ad-TSCL1 est
suffisant pour causer la réversion de cette cellule. Durant la réplication de I'adénovirus, le
taux d’expression du gene TSLC1, et les niveaux de la protéine TSLC1, augmentent dans la
cellule. Cette quantité croissante est détectable dans la cellule in vitro avec une réduction de
28% de la viabilité de la cellule maligne (104). Le test in vivo confirme aussi I'efficacité de ce
traitement. Le transfert de ce gene dans la cellule A549 stimule I'apoptose (83). Cette
corrélation entre I'apoptose et I'abondance de la protéine TSLC1 conduit a la réversion de la

cellule tumorale.

iii. Réovirus atténué

L'utilisation de réovirus atténués oncolytiques est une autre facon d’obtenir une cellule
révertante. Le réovirus humain est classé en trois sérotypes (T1L, T2J et T3D). Parmi ces trois

types, le T3D a une capacité plus élevée que les autres pour détruire la tumeur (84). Deux
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réovirus oncolytiques atténués (T3v1 et T3v2) dérivés de T3D par la modification de leurs
protéines A ; et §;, respectivement, sont utilisés pour le traitement du cancer. Le réovirus est
un virus a ADN dont son génome est segmenté et composé de 10 fragments. Les réovirus
atténués comportent le méme nombre de fragments de génome par rapport au réovirus
normal, mais ils sont différenciés par la mutation de leur génome. Le T3v1 posséde une seule
mutation dans les segments L1, L2 et L3 et dans le segment S1 pour le cas de T3v2 (84). Le
réovirus n’est pas pathogene pour I'étre humain ni pour la cellule fibroblaste normale.
Cependant, il peut pénétrer dans différents types de cellules malignes, y compris la cellule
NIH3T3 transformée. Ce virus infecte les cellules qui contiennent de hautes concentrations
en acide sialique via le récepteur EGF (epidermal growth factor). Son effet oncosuppressif
est tres élevé dans la plupart des cancers humains. L'adhésion du réovirus est tres facile
dans les cellules cancéreuses parce que la majorité des cancers portent une grande quantité
de récepteurs EGFR et ErbB2 (apparenté a EGFR) (106). Ensuite, la protéine Ras, proto-
oncogene qui participe a la régulation de la prolifération, a la différenciation et a la survie de
la cellule, est inhibée dans la cellule tumorale du pancréas, du poumon et du célon, et est
réactivée suite a l'infection par le réovirus (107, 108, 109). Une autre possibilité est que le
taux élevé de EGFR dans le pancréas cause une abondance des molécules VEGF et IL-8
impliquées dans la proangiogenese. La présence du réovirus dans cette cellule cancéreuse
du pancréas régule ces molécules, mais les processus sous-jacents ne sont pas encore

identifiés.

Méme si les réovirus peuvent induire un effet oncolytique, cette thérapie n’est pas
suffisante pour certains cancers. Précédemment, nous avons discuté de trois types de
réovirus. Nous avons mentionné que le type T3D s’adapte mieux a la cellule tumorale. Cette

expérience montre que le taux de mortalité de la cellule cancéreuse demeure faible en
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augmentant la dose du réovirus. En le comparant avec les virus mutés, le virus T3v2 est plus
destructif que le T3v1 durant le traitement in vitro de la cellule cancéreuse (84). Ce dernier
est plus actif que le réovirus naturel T3wt. Par contre, le réovirus T3v1 soigne mieux que le
T3v2 en utilisant le traitement in vivo. La raison pour laquelle cette différence reste inconnue
est qu’il n'est pas relié a la rapidité de la réplication virale, ni a la transcription ou a la

guantité de protéines produites (84).

iv. Virus de la rougeole atténué

Le virus de la rougeole (mealses virus -MV) atténué fait partie de la catégorie des virus
oncolytiques modifiés. Ce virus est un curatif médical intéressant pour la rémission de la
cellule tumorale. Ce virus attaque la cellule hote via le récepteur cellulaire CD46. La protéine
virale impliquée est composée de I'assemblage des hémagglutinines et de la protéine de
fusion (F) qui induisent un processus de syncytium lors de I'attachement du virus a la
membrane cellulaire. Le probleme est que le virus de la rougeole est pathogéne et tres
contagieux pour I'étre humain. |l se propage par voie aérienne. Au début, il se développe
dans l'appareil respiratoire. Ensuite, il envahit les autres organes comme les ganglions
lymphatiques, le foie et le tube digestif. Cette maladie peut devenir tres grave et entrainer

des morts.

Méme si le virus de la rougeole provoque des maladies séveres, son dérivé atténué a un
effet thérapeutique anti-cancéreux intéressant et tolérable. Le virus de la rougeole atténué
est déja utilisé pour traiter différents types de cancer (gastro-intestinal, cervical, sein) (110).
En général, le virus de la rougeole naturel pénétre dans la cellule maligne via les récepteurs
CD150. Par contre, le virus de la rougeole atténué adhére facilement au récepteur CD46 (85).

Dans la majorité des cancers, le récepteur CD46 est tres abondant, ce qui donne plus de
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chance au virus de la rougeole atténué de s’intégrer dans la cellule tumorale. Dés que ce
virus arrive a la cellule cancéreuse, il active le systeme immunitaire, plus particulierement les
cellules T, B, les monocytes et les macrophages (85). L’activation de ces composantes du
systéme immunitaire aide les cellules a détruire les agents infectieux. Par contre, dans le cas
du neuroblastome, I"évolution du cancer n’est pas reliée a la surexpression du CD46, mais le
virus de la rougeole atténué est toujours capable d’infecter ces types de cellules
cancéreuses. Le processus de la correction du comportement de ces cellules ne dépend pas
du mode d’attachement (85). D’autres recherches montrent aussi que le virus de la rougeole
atténué inhibe certaines composantes du systéme immunitaire comme les interférons. Le
rétablissement de I'apoptose ne concerne pas les interférons. Cependant, les virus de la
rougeole peuvent tuer les cancers via la formation de syncytium. En comparant la capacité
du virus de la rougeole naturel et du virus de la rougeole atténué, ce dernier donne plus
d’avantages au traitement des cellules in vitro et in vivo. Toutefois, le mécanisme n’est pas
encore bien compris (110). Ainsi, I'emploi du virus de la rougeole atténué pour soigner le

cancer suscite beaucoup d’espoir en ce qui concerne la réversion tumorale.

3.2.2. Chimiothérapie

L’exploitation des produits chimiques pour traiter des maladies a commencé durant
les années 1900 (111). Par contre, les chercheurs ont hésité a utiliser directement ces
médicaments pour traiter les personnes atteintes du cancer. lls effectuaient tout
simplement des expériences in vivo et in vitro. Cependant, les scientifiques ont découvert
par hasard un produit chimique anticancéreux durant la 2eme guerre mondiale. Un jeune
militaire italien atteint d’'un lymphome a été exposé au gaz moutarde au cours de combats.
Plusieurs jours apres son opération chirurgicale, les médecins ont remarqué que son taux de

globules blancs avait réduit progressivement. A cette époque, les chercheurs ont vérifié
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I’effet thérapeutique du gaz moutarde en injectant ce produit dans des souris auxquelles on
avait préalablement transplanté des cellules de lymphome humain. Ces chercheurs ont alors
observé une régression de tumeur dans ces souris malades. Par la suite, les médecins ont
commencé a inoculer ce produit dans le sang des patients qui étaient atteints de lymphome
non-hodgkinien (111). Plusieurs patients ont alors été guéris. Cette expérience encouragea
les scientifiques a utiliser d’autres produits chimiques ayant un effet thérapeutique

anticancéreux.

De nos jours, la chimiothérapie anticancéreuse prend toujours une grande place dans
la recherche. D’apreés plusieurs expériences, ces produits ont une capacité de tuer les cellules
tumorales. En plus, des études montrent que certains d’entre eux ont comme propriété de
causer la réversion de la tumeur vers un phénotype normal (115). Citons les exemples
suivants (tableau 2) peuveant provoquer une rémission de la cellule tumorale: le
méthanesulfonate d’éthyle (EMS- Figure 3-2), la déoxyuridine (Figure 3-3), la
nitronitrosoguanidine de méthyle (MNNG- Figure 3-4), le dasatinib (112), l'acide
suberoylanilide hydroxamique (Figure 3-5), et certaines plantes médicinales comme le SJSZ

(styrax japonica Siebold et al Zuccarini (herbe d’origine chinoise et coréenne) (113).
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Tableau 2. Produits chimiothérapeutiques causant la réversion de cellules tumorales

Agent sélectif

Geéne modifié

Mécanisme d’action

méthanesulfonate Gene XRCC1 Augmentation du nombre de copies de ce
d’éthyle (EMS) gene

Désoxyuridine Inconnu Réduction de dihydrofolate réductase
Dasatinib Inconnu Phénoméne anti-angiogenése

Protéine connexine 43

Géne de la connexine
43

Restauration de cette protéine

acide suberoylanide
hydroxamique (SAHA)

Gene de la protéine
p53

Restauration de I'acétylation des histones qui
normalise la voie transcriptionnelle

Plante médicinale SISZ

Gene des protéines
ERK et p38MAPK

Diminution de I'expression et de I'activité de
ces protéines

Figure 3-2 : Structure du méthanesulfonate d’éthyle
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Figure 3-3. Structure de la désoxyuridine
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Figure 3-5. Structure de Suberoylanilide hydroxamic acid(SAHA)
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a. Réversion due au changement de la séquence d’ADN

La réversion tumorale peut étre due a la restauration de certains génes dont I'activité
est tres diminuée dans les cellules tumorales. Prenons I’'exemple de la lignée cellulaire EM9
(cancer de I'ovaire). Le taux d’activité du gene XRCC1 est trés faible dans cette cellule. Puis,
ce géne est connu pour sa fonction de réparation des cassures dans les molécules d’ADN. Il
est associé aux complexes protéines-protéines qui s’associent aux enzymes ADN
polymérases. Ces enzymes contiennent d’ailleurs des molécules de zinc qui leur permettent
de détecter les ADN brisés (114). L'exposition de la cellule EM9 au produit chimique EMS
(Figure 3-2) augmente le taux du géne XRCC1 dans cette cellule. Des cellules révertantes
(CA9, CA2, CAb6) ont été isolées a 'aide de cette méthode : ces cellules sont caractérisées par
leur morphologie semblable a la cellule normale et pour leur incapacité de proliférer dans
I'agar mou (115). Ces cellules révertantes contiennent la protéine XRCC1 en abondance
(115). Le rétablissement de la protéine XRCC1 dans la cellule tumorale EM9 lors de

I'utilisation d’EMS est donc relié a la réversion tumorale.

Les clones révertants dérivés de la lignée EM9 lors de I'exposition a I'EMS demeurent
invariables. Un test de la sensibilité de la cellule EM9 a été effectué pour déterminer si
d’autres produits chimiques tels le MNNG (nitronitrosoguanidine de méthyle-Figure 3-4)
peuvent modifier le comportement de la cellule tumorale EM9. Ce test montra que les choix
de produits chimiques pour le traitement de la cellule EM9 sont multiples, parce que des
cellules révertantes sont obtenues. Malgré I'abondance de choix du produit, les cellules
révertantes dues au traitement de 'EMS sont plus stables que celles exposées au MNNG

(115).
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Par ailleurs, I'obtention de ces cellules révertantes peut étre due a des changements
génétiques. Le produit chimique EMS a une caractéristique mutagéne : il peut modifier la
séquence de base de I'ADN. Certaines expériences démontrent que l'utilisation d’une forte
dose d’EMS peut provoquer plusieurs mutations. La plupart d’entre elles sont dues au
changement de la paire de base G: C en A: T. A cause de ces mutations, certains ADN
récuperent spontanément leur génotype normal. Cette normalisation peut étre reliée au
rehaussement du gene XRCC1. Par conséquent, les clones révertants dérivés des cellules

tumorales EM9 seraient dus a une ou plusieurs mutations spontanées.

b. Cellule révertante obtenue par le contrdle de I’expression génomique

Des cellules révertantes peuvent étre obtenues suite a I'effet oncolytique de I'agent
chimique désoxyuridine (Figure 3-3). L'exposition de la cellule tumorale CHO (chinese
hamster ovary cell) a cet agent peut réduire le taux de dihydrofolate réductase (DHFR) (116).
Cet enzyme est essentiel a la synthese des bases purines et de la thymidine, composantes
essentielles de I’ADN (117). Alors, I'abondance de cet enzyme est reliée a une augmentation
des niveaux intracellulaires de ces bases, ce qui contribue a I'immortalisation de la cellule.
Par contre, la réduction de la DHFR est due a I'effet de la désoxyuridine qui peut modifier la
séquence d’ADN. Certains ADN acquierent leur phénotype normal d’ou I'obtention des
clones révertantes qui peuvent maitriser leur prolifération. Conséquemment, la capacité de

la cellule CHO a contréler I'expression d’ADN meéne a I'obtention de la cellule normale.

c. Réversion tumorale due a I'activation de la voie apoptotique

Comme la virothérapie, certains produits chimiques activent la voie apoptotique de la
cellule tumorale. Par exemple, le dasatinib a pour fonction d’empécher la communication

entre la cellule HUVEC (human umbilical vascular endothelial cells) et les protéines VEGF et
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BFGF, qui sont responsables de la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (112).
Autrement dit, le dasatinib a une propriété anti-angiogenése qui controle la croissance de la
cellule maligne. Ce produit est aussi un inhibiteur du géne SRK (S-receptor Kinase) (112) et il
bloque la néoformation de métastase. Alors, I'injection de dasatinib dans la cellule tumorale
tue les cellules malignes via I'activation de I'apoptose. Aprés la suppression des cellules
cancéreuses, il y a apparition de certaines cellules résistantes a ce produit, incluant des
cellules normales. Le traitement des cellules tumorales endothéliales avec ce produit est un
exemple de la cellule qui acquiert son phénotype normal lors de son test de vérification avec

des souris saines parce ce qu’il ne provoque pas de tumeur dans cette souris (112).

La protéine connexine 43 est une autre molécule utilisable pour le traitement du
cancer, surtout pour le cancer du cerveau. Des expériences montrent que les niveaux de
cette protéine sont trés faibles dans la cellule tumorale par rapport a la cellule normale
(118). Dans la vie cellulaire, cette protéine joue un role crucial a la formation de jonctions
communicantes (gap jonction), une structure responsable de la transmission du signal entre
cellules. Elle participe aussi a la régulation de la division cellulaire et a leur développement
(119). Lexpression de cette protéine dans la cellule maligne du cerveau suite a une
transfection réduit son pouvoir tumorigéne. La normalisation de la cellule est vérifiable a
I'aide du test in vitro parce que la cellule transfectée a une morphologie plate et translucide
et n’adhére pas a I'agar mou. La connexine 43 est aussi un bon traitement in vivo puisque
son expression supprime la formation de tumeurs chez la souris (118). Alors, la restauration
de cette protéine dans la cellule cancéreuse du cerveau rétablit la communication

intercellulaire et stimule la perte de phénotype malin.
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Certains produits chimiques tel I'acide suberoylanide hydroxamine (SAHA- Figure 3-5)
ont la capacité d’empécher la prolifération de la cellule cancéreuse de la prostate. La
stabilité de la croissance de la cellule est due a l'activation de la voie apoptotique via la
restauration d’histone acétylée par l'inhibition des histones déacétylases (120) ce qui
normalise la voie transcriptionnelle (121). Plusieurs histones acétyl-transférases agissent
comme co-activateurs de la protéine p53 durant la réparation d’ADN endommagé (122).
Donc, la carence en histone acétyl-transférase bouleverse la réplication d’ADN et la
transcription d’ARN. Par conséquent, des mutations ou des cassures peuvent s’accumuler
dans ’ADN génomique, qui contribuent a I'immortalisation de la cellule. Par contre, aprés
I'inactivation des histones déacétylases de la cellule tumorale de la prostate par
I'introduction de SAHA, la protéine p53 est réactivée et la cellule est capable de détecter les
dommages dans la séquence d’ADN via la réactivation de la protéine p53 (123). Alors, la

cellule acquiert son phénotype atténué, d’ou la réversion tumorale.

d. Obtention des cellules révertantes via la régulation de la croissance cellulaire.

La phytothérapie a aussi une caractéristique génotoxique. Traditionnellement, la
plante SISZ (styrax japonica Siebold et al Zuccarini) est utilisée pour guérir les maladies de
gorges et d’odontalgie, la toux, et les paralysies (113). D’ailleurs, le fruit de cette plante
contient des glycoprotéines oncolytiques essentielles au traitement du cancer. C’est
pourquoi, I'extrait de glycoprotéines fut utilisé au laboratoire pour traiter les cellules
cancéreuses. Cette glycoprotéine a pour fonction de diminuer I'activité des protéines ERK
(extracellular signal regulated kinase) et p38 MAPK (mitogen activated protein kinase). Ces
deux enzymes sont responsables de la modification de la cellule. L'enzyme ERK joue un réle
capital a la prolifération de la cellule et au processus de carcinogenese. La phosphorylation

de la protéine ERK conduit a la prolifération incontrolée de la cellule en bloquant la voie
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apoptotique et en activant le cycle cellulaire (124). Le traitement de la cellule tumorale avec
la plante SJSZ réduit le niveau de la protéine ERK et active la voie apoptotique. De son c6té,
la protéine p38 MAPK appartient a la famille de protéine anti-stress qui active les autres
protéines via la phosphorylation. Elle joue un réle crucial dans la survie de la cellule, la
prolifération et I'apoptose. La réduction de ces deux enzymes (ERK et p38MAPK) améliore la

survie de la cellule qui conduit a la réversion tumorale de la cellule (113).

3.2.3. Immunothérapie

L'organisme humain possede plusieurs types de mécanismes immunitaires
nécessaires pour lutter contre les agents infectieux. Parmi les différents mécanismes
immunitaires, les interférons (IFN) (tableau 3) et I'interleukine-2 sont les plus utilisés pour le
traitement du cancer. Le cancer se développe lorsque le systéme immunitaire est insuffisant
pour reconnaitre et pour éliminer les cellules malignes. Ainsi, l'utilisation de certains
médicaments peut augmenter et stimuler le systéeme immunitaire. L'abondance de ces

derniers détruit les cellules cancéreuses (125).

Tableau 3: Réversion tumorale due a I'utilisation de composants du systéme immunitaire

Agent sélectif Gene modifié Mécanisme d’action

Interféron (a et B) Ha-ras Réduction de 'ARNm de I'oncogéne Ha-ras

a. L'importance de l'interféron a la réversion tumorale

L'interféron (a et B), utilisé en immunothérapie, est une autre molécule pouvant

convertir une cellule maligne en cellule révertante. Au moment ou l'interféron est relaché
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dans l'organisme, il s’attache directement aux cellules voisines non-infectées et les rend
résistantes aux attaques des virus. C’'est ainsi qu’un seul type d’interféron peut protéger des
infections par différents types de virus (57). L'interféron peut aussi inactiver plusieurs types
d’oncogenes y compris c-Ha-ras, N-ras, c-myc, v- mos et v-src. Par exemple, si la fonction de
I'oncogeéne Ha-ras est inhibée dans les cellules RS485 par I'IFN, les cellules deviennent

révertantes (clone 4C3) (126) .

b. Mécanisme de la réversion tumorale due aux interférons

Le phénomene de réversion causé par les interférons est associé a la réduction de
I’ARNm de I'oncogeéne Ha-ras. L'incubation de la cellule RS485 en présence de l'interféron
entraine une diminution transitoire de la synthese de protéine et d’ARN de Ha-ras (126). Le
changement de I'expression de 'ARNm encodant Ha-ras dans le clone 4C3 est vérifiable
selon la technique de dot blot. Cette diminution de I'expression de I'oncogéne peut étre due
a la dégradation de son ARN pendant ou juste apres la transcription. En fait, le phénoméne
de lI'apoptose se réalise durant le processus de la transcription. Un test de vérification
montre que |'exposition de la cellule maligne a I'actinomycine D bloque le processus de la
transcription. Cette cellule traitée a la méme caractéristique que la cellule révertante isolée
par I'IFN. En plus, I'exposition de la cellule maligne a la cycloheximide (qui joue un role de
blocage de la synthése des protéines) n’a pas d’effet sur I'expression du géene Ha-ras. Par
conséquent, ces tests indiquent que le mécanisme de la réversion en présence de

I'interféron se déroule durant la transcription.

Quand on retire la solution contenant de I'lFN, la cellule révertante 4C3 ne peut pas
survivre indépendamment trés longtemps: elle peut seulement maintenir sa stabilité

pendant une durée limitée. La suppression de I'lFN entraine le retour de I'expression de
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I'oncogene Ha-ras a son niveau initial et la cellule devient tumorale (126). Le traitement de la
cellule tumorale avec 'interféron seul n’est pas suffisant pour obtenir une cellule révertante
stable. Si la cellule est exposée a nouveau a I'lIFN, elle redevient normale. D’apres cette

étude, le phénomene de réversion cellulaire est réversible.

L'expérience démontre que la réversion est corrélée a la modification
transcriptionnelle causé par I’hyperméthylation de 'ADN. Le mécanisme de la réversion
tumorale est d( au controle de la méthylation (126). En exploitant le méme modéle
expérimental de la lignée cellulaire RS485 traitée avec I'IFN (127), deux types de cellules
révertantes, a savoir 4C3 et 4C8, ont été isolées. Le test de stabilité démontre que lorsque
'IFN est retiré du milieu de culture, les cellules reprennent un phénotype malin. Ces
résultats renforcent I'idée que le phénomene de la réversion cellulaire est réversible. Une
série de sous-clones de la cellule révertante 4C3 (PR4, PR5, PR10, PRk) ont aussi des
caractéristiques de cellules normales. Par exemple, ces sous-clones ne se développent pas
dans I'agar mou et ne provoquent pas des tumeurs chez les souris (128). Comme la cellule
4C3, ces sous-clones sont dépendants de I'interféron. Ces clones et sous-clones sont obtenus
suite a la normalisation de la voie transcriptionelle. L'autre facteur possible qui induit la
réversion de ces cellules est I'inhibition de la protéine p21 (protéine activatrice de I'arrét du
cycle cellulaire au cas ou la protéine p53 détecte des lésions dans la séquence d’ADN). Le
niveau d’expression de la p21 est faible dans la cellule révertante en comparaison aux
niveaux d’expression dans la cellule maligne. En absence d’IFN, la quantité de la protéine

p21 dans ces cellules s’intensifie. Les cellules révertantes deviennent cancéreuses.

Les cellules révertantes suite au traitement a I'l[FN sont résistantes a une nouvelle

infection par des virus oncogenes bien que la transfection de ces cellules avec I'oncogene EJ-
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ras et le v-mos produit un petit changement (128), d’autres oncogenes (v-ki-ras, v-Ha-ras, v-
abl, v-fes) ne peuvent pas transformer cette cellule. En comparant avec la cellule normale
NIH3T3, les cellules révertantes sont plus stables aux infections virales parce que la cellule
NIH3T3 est trés sensible pour devenir cancéreuse lors de la transfection avec ces oncogénes

cités ci-dessus (128).

Le processus de la réversion peut étre renforcé par une bithérapie d’IFN et d’acide
rétinoique. Par exemple, la réversion de la cellule RS485 suite au traitement avec I'IFN et
I'acide rétinoique est plus stable que la cellule traitée avec I'IFN seul. En particulier, 50 % des
cellules sont révertées avec la bithérapie alors que 3% sont révertées avec I'IFN (129). Par
contre, le traitement avec I'acide rétinoique seul n’a pas d’effet; les cellules ne devenant pas
révertantes. L’analyse d’ADN indique que la réversion est due a la délétion de 'oncogene
Ha-ras lors de I'exposition de la cellule maligne au mélange d’IFN et d’acide rétinoique pour
une durée prolongée. La combinaison de ces deux thérapies améliore le traitement du

cancer (129).

3.3. Cellules révertantes dérivées des cellules Hela et SiHa

Suite a la découverte d’agents sélectifs menant a la réversion du phénotype tumoral,
des recherches ont mis I'accent sur le traitement du cancer du col de l'utérus. Certains
agents chimiothérapiques comme I'EMS et le MNNG et des virothérapies comme le VSV ont

montré leur efficacité a supprimer la tumeur du col utérin (121, 130, 131).
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Tableau 4. Sélection des cellules révertantes dérivées des cellules Hela et SiHa lors de leur

exposition aux différents agents sélectifs

Agent sélectif

Géne modifié

Mécanisme d’action

EMS p53 Rehaussement des niveaux de la protéine p53,
PHTS Expression des nouveaux genes PHTS et IGFBP-3
IGFBP-3

MNNG Inconnu Mutation génomique

Virus de la Stomatite | Inconnu Activation de l'interféron

Vésiculaire (VSV)

Parvovirus Inconnu Controle de la transcription et la division

cellulaire

Chromosome 6

Chromosome 6

Restauration du chromosome 6 et blocage de
I'oncogéne E6

3.3.1. La chimiothérapie appliquée a la réversion tumorale des cellules Hela et

SiHa

a. Réversion due a l'utilisation d’EMS

L’'EMS joue un réle important au traitement de la cellule Hela. Précédemment, on a

constaté que le produit chimique EMS a la propriété d’augmenter I'expression du géne
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XRCC1 dans la cellule tumorale de EM9 (115). Il a aussi une caractéristique génotoxique qui
remplace la paire de base G: C en A:T. Ce produit joue d’autres roles pour corriger
I’agressivité de la cellule Hela. L’exposition de cette cellule a 'EMS aboutit a I'obtention de
deux cellules révertantes HF et HA (131). La prolifération de ces cellules révertantes est
vérifiable dans un milieu semi-solide ou la morphologie de ces cellules est semblable aux
cellules normales : elles sont plates et translucides (131). De plus, ces clones révertants ne
croissent pas dans un milieu en suspension et le test de la tumorigénicité in vivo montre que
ces clones ne peuvent pas conduire a la formation de tumeur chez la souris méme aprés une

longue période d’attente (131).

Lors du test de sensibilité, ces clones révertants ont une caractéristique récessive
(131). LU'hybridation de ces clones révertants avec des clones malins de la cellule Hela
conduit a la formation d’hétérocaryons. Ces cellules hybrides peuvent pousser dans |'agar
mou, mais elles sont moins agressives par rapport a la cellule parentale maligne. Alors, si les
cellules révertantes sont infectées a nouveau par des virus HPV a haut risque, ces cellules

révertantes perdent leur phénotype normal. Donc, ces cellules redeviennent cancéreuses.

Le mécanisme d’action d’EMS pour I'obtention des cellules révertantes dérivées de la
cellule Hela est différent de celui pour la lignée cellulaire EM9. Suite a I'analyse Southern et
Northern, on a montré que les génomes des cellules révertantes (HA et HF) ne contiennent
pas de réarrangements chromosomiques, ni de diminution d’expression d’oncogéne. La
réversion cellulaire n’est pas non plus reliée a des changements au niveau des oncoprotéines
virales (131) . Donc, la réversion ne semble pas étre due aux modifications génétiques. Par
ailleurs, I'obtention des cellules révertantes HelLa semble étre attribuable a |'activation de

genes suppresseurs de tumeur. Suite a l'infection des cellules révertantes par des rétrovirus

50



défectifs qui contiennent les oncogénes soit E6 et/ou E7 venant du HPV16, des clones
différents sont observés. Les clones dérivés de cellules révertantes (HA, HF)/ E7 et de cellules
révertantes (HA, HF)/ E6 et E7 ont une morphologie semblable aux cellules révertantes
parentales. Ces types de clones gardent leur phénotype normal. De plus, I'expression du
géne suppresseur de tumeur p53 demeure élevée dans ces cellules. Cependant, les clones
obtenus a partir de I'infection des cellules révertantes par E7 deviennent cancéreux tel que
confirmé par leur capacité de croitre en milieu semi-solide (131). Autrement dit, le géne
suppresseur de tumeur pRb est inhibé a nouveau. Par conséquent, I'activation d’un seul
géne suppresseur de tumeur p53 est une des causes de la réversion tumorale. Alors, le

produit EMS peut activer la protéine suppresseur de tumeur p53.

Ce rehaussement de la protéine p53 dans les cellules révertantes est di a
I’enrichissement des protéines p53 du type sauvage (132). Cette protéine est stockée
abondamment dans le noyau des cellules révertantes. Le séquencage des exons de I’ADNc
encodant p53, notamment la région responsable de la liaison d’E6-Ap confirme I'absence de
mutation chez toutes les lignées cellulaires Hela, HA et HF (132). La protéine E6-Ap reste
associée avec la protéine p53 dans les cellules révertantes. Le complexe E6-p53 demeure
élevé dans les cellules révertantes. Par contre, le traitement des cellules révertantes avec la
cycloheximide entraine une augmentation de la demi-vie des protéines p53 par rapport a
celles de la cellule maligne Hela. Cette expérience montre que les protéines p53 du type

sauvage s’accumulent dans les cellules révertantes.

D’autres protéines suppresseurs de tumeurs (PHTS et IGFBP-3) sont aussi
responsables de la normalisation des clones révertantes HA et HF dérivés de la cellule Hela.

Une quantité élevée de ces protéines est détectée dans ces cellules (133, 134). Pour
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connaitre si ces genes jouent un role essentiel dans les cellules révertantes, un test de
stabilité de p53 a été effectué. L'injection de ces cellules révertantes par un lentivirus qui
comporte des vecteurs p53shARN et PsD31-shp53 (ces vecteurs permettent de diminuer les
niveaux de la protéine p53) meéne a la perte de phénotype normal parce que les cellules
s’adaptent au milieu semi-solide et leur morphologie est pareille a celle de la cellule maligne
Hela. Alors, le rétablissement de la protéine p53 sauvage est un facteur de la rémission des
cellules, mais cela n’est pas suffisant pour maintenir le phénotype des cellules révertantes.
L'expression de plusieurs génes (IGFBP3, DKK1, GFPR39 et PHTS) est reconstituée dans la
cellule révertante HF tel que démontré par I'analyse par micro puce a ADN (133). La protéine
PHTS, par exemple, montre une meilleure stabilité que le géne du p53 lors de I'infection par
un lentivirus qui contient le vecteur psD31-shPHTS (133). La cellule révertante HF infectée
n’est pas tres sensible aux infections avec le lentivirus porteur du vecteur psD31-shPHTS (qui
inhibe I'expression de la protéine PHTS) parce que |'apparition des rares et faibles colonies
est observée dans la culture en agar mou. Pour déterminer le role de la protéine PHTS dans
le phénomeéne de réversion tumorale, la cellule maligne Hela fut traitée par un adénovirus
ayant un gene modifié (ad-PHTS) et un vecteur PHTS-GFP dans le but d’augmenter le niveau
de la protéine PHTS. Ce virus oncolytique et ce vecteur peuvent arréter la multiplication de
la cellule Hela avec un taux de suppression de foyer de 70%. Conséquemment, la présence
du géne PHTS dans la cellule révertante est une autre cause de la restauration du phénotype

normal de cette cellule.

Les genes IGFBP-3 et Dkk1 sont aussi identifiés comme ayant une responsabilité dans
la réversion de la cellule tumorale Hela suite au traitement a I'EMS. Ces deux génes sont
déja connus par leur effet inhibiteur dans le cancer de la prostate et du poumon (134). Ces

geénes se trouvent aussi dans les cellules révertantes HA et HF et sont exprimés en quantité
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non négligeable. Lors d’un test de vérification par la transfection de la cellule Hela par un
vecteur qui comporte I'un de ces genes, des clones révertants CL4 et CL8 sont isolés grace a
leur incapacité de croitre dans I'agar mou. En plus, le clone CL4 ne provoque pas de tumeur
dans les souris saines. Alors, I'expression des genes IGFBP-3 et Dkk1 est une des causes de la
rémission de la cellule tumorale Hela. Par conséquent, I'activation de plusieurs genes
suppresseurs de tumeurs (dont p53, PHTS, DKK1 et IGFP-3) est responsable de la réversion

du phénotype cancéreux de la cellule Hela suite au traitement a I'EMS.

b. Sélection des cellules révertantes avec le MNNG

Le produit chimique MNNG (Figure 3-4) a aussi été utilisé afin d’obtenir une cellule
révertante a partir de la cellule Hela. Le traitement de la cellule Hela avec le produit MNNG
modifie son génome (130) et mene a la réversion de la tumeur. Vingt-neuf mutations
causées par le MNNG ont été détectées dans le génome, trois d’entre elles correspondent a
des délétions de 62, 100 et 162bp. Il y a aussi des mutations par insertion. La majorité des
mutations sont des substitutions affectant les paires de bases GC. A cause de ces

changements génétiques, certaines cellules acquiérent leur phénotype normal.

3.3.2. Relation entre la virothérapie et les cellules révertantes dérivées des

cellules Hela et SiHa

a. Obtention des cellules révertantes a I’effet oncolytique du virus VSV

L'utilisation du virus de la somatite vésiculaire oncolytique VSV (vesicular somatitis
virus) est un exemple de virothérapie qui montre une efficacité au traitement du cancer du
col utérin d’origine VPH (135). Apres l'infection des lignées cellulaires malignes par le VSV,
les foyers de la cellule Hela et SiHa sont éliminés rapidement par rapport aux autres types

de lignées cellulaires malignes. Entre ces deux lignées cellulaires, la cellule Hela est plus
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sensible au traitement avec les souches AV1 et AV2 du VSV que la cellule SiHa. Le
phénoméne de la réversion est total pour la cellule Hela tandis que la cellule SiHa est

partiellement restaurée.

Pour ce cas, I'obtention de la réversion est due a la libération des interférons (IFN)
(135). En dehors de traveaux sur I'inhibition de p53 par I'oncogene viral E6, des recherches
confirment que cet oncogéne bloque aussi le systeme immunitaire IFN. Pour découvrir le
mécanisme d’action du VSV, un test de virulence est effectué en inoculant les cellules Hela
et SiHa avec ce virus en présence de I'lFN. L'effet cytotoxique de VSV devient faible pour la
cellule SiHa traitée par la bithérapie (135). Cependant, la suppression de tumeur demeure
inchangée dans le cas des cellules Hela. Alors, I'activité d’E6 dans la cellule Hela est
totalement bloquée. Par contre, le VSV inhibe partiellement I'oncogéne E6 de la cellule SiHa.
Le méme résultat est obtenu quand on évalue les facteurs de régulation de I'lFN. La cellule
SiHa résistante a l'infection de VSV continue de synthétiser des protéines IRF7 et IRF3 qui
jouent un réle important dans la régulation de l'interféron. Ces facteurs ne sont pas
détectables dans la cellule Hela hypersensible. Donc, le pouvoir oncolytique du VSV dépend

de la sensibilité a la virulence de la cellule tumorale.

b. Cellules révertantes issues de I’exposition au parvovirus

Des parvovirus naturels et des parvovirus ayant été génétiguement modifiés ont
aussi un effet toxique vis-a-vis les cellules tumorales du col utérin. Le traitement de cellules
Hela par le parvovirus H1 et le parvovirus recombinant hH1/IL-2 et MCP-1 modifie
I'agressivité de cette lignée cellulaire (121). Tous ces parvovirus oncolytiques peuvent
s'introduire et se répliquer dans la cellule Hela car les protéines virales NS1 et NS2 sont

détectables dans cette cellule. Lors de la transplantation des souris saines par les cellules
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révertantes dérivées de la cellule Hela, les souris qui sont infectées par les cellules traitées
avec des parvovirus recombinants restent en bonne santé. Par contre, les souris auxquelles
on a injecté des cellules traitées avec le parvovirus naturel ont eu des tumeurs, mais ces
tumeurs sont moins agressives que celles causées par les cellules Hela parentales.
Conséquemment, les parvovirus recombinants donnent un meilleur traitement que le

parvovirus naturel.

Le processus de la lyse cellulaire du parvovirus naturel n’est pas bien détaillé.
Cependant, les parvovirus recombinants peuvent bloquer la voie transcriptionelle et arréter
la division cellulaire incontrélée (121). Le parvovirus qui contient le vecteur MCP-1
décompose la protéine cellulaire inutile au site N-terminale afin de détruire la cellule
maligne. La protéine MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) est une activatrice du
phénoméne de la phagocytose dans le sang (136). Le parvovirus qui comporte le vecteur IL-2
stimule un des mécanismes du systeme immunitaire incluant les cellules NK (Natural killer)
qui permet a l'organisme de se débarrasser des cellules inutiles. Ces mécanismes
immunitaires aident la cellule a tuer les agents infectieux. Dans ce cas, I'addition d’ll-2 et le

MCP-1 dans le génome du parvovirus accentue son pouvoir oncolytique(121).

3.3.3. La génothérapie impliquée dans la réversion tumorale du cancer du col

utérin
Des recherches démontrent aussi que I'immortalisation de la cellule du cancer du col
utérin est reliée a la perte du chromosome 6. La restauration de ce chromosome via la
transfection rétablit le phénotype cellulaire normal (137). En effet, la transfection de la
lignée cellulaire maligne FK16 par les chromosomes 6 ou 11 entraine une apparition de

plusieurs clones, incluant les clones FK16/Hyg6 et FK16/Hygl1l. D’ailleurs, 49 % des clones

55



FK16/Hygb6 montrent une inhibition de la prolifération de la cellule. Parmi les clones
FK16/Hyg6, 92% sont des clones révertants tandis que seulement un sur sept exhibe une
caractéristique semblable a la cellule normale pour le FK16/Hygl11. On conclut alors que le

chromosome 6 joue un réle primordial dans la correction de la cellule maligne.

Des tests de I'enzyme télomérase (qui permet a la cellule de préserver la longueur de
ses chromosomes) ont été effectués pour justifier I'importance du chromosome 6.
Autrement dit, si le taux de cet enzyme augmente dans la cellule, le chromosome 6 reste
inhibé et la cellule demeure en état cancéreux car la surexpression de la télomérase a un
effet anti-apoptotique (137). En fait, la plupart des clones FK16/Hyg6 contiennent un taux
d’enzyme télomérase trés bas. Par contre, la quantité de cet enzyme dans les clones
FK16/Hygl1 reste constante. Par conséquent, I'obtention des cellules révertantes est reliée

a la diminution de I'activité de I'enzyme télomérase.

Une autre méthode pouvant étre utilisée afin de déterminer l'importance de
I'enzyme télomérase dans le phénomeéne de réversion est I'introduction du géne hTERT
(human telomerase reverse transcriptase), (138), a I'aide d’un vecteur LZRS-hTERT-IRES-GFP
ou du contrdle LZRS-linker-IRES-GFP dans ces clones FK16/Hyg6 (137). Un affaiblissement de
I'activité de I'enzyme télomérase et une restriction de la multiplication cellulaire sont
observés dans les clones infectés par les vecteurs sans hTERT. Par contre, le taux de 'enzyme
télomérase augmente dans les clones transfectés par le vecteur qui contient le géne hTERT
et la prolifération des clones devient alors incontrélée. En effet, la quantité de I'enzyme
télomérase influence I'apparition des clones révertants. La diminution de cet enzyme qui est

due a l'insertion du chromosome 6 est donc trés importante pour la réversion tumorale.
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La cellule SiHa est aussi traitable par I'incorporation du chromosome 6 dans son ADN
(137). Des clones révertants ont été sélectionnés lors de la transfection de cette cellule par
le chromosome 6. Le résultat du test de l'activité de I'enzyme télomérase des clones
SiHa/Hyg6 est comparable a celui de FK16/Hyg6. Alors, le chromosome 6 joue un rdle

important dans le controle de la prolifération de la cellule du col utérin.

DISCUSSION

Au cours des derniéres décennies, plusieurs thérapies anticancéreuses ont été
développées (111, 139). Les premiers traitements sont en général découverts par hasard par
I'utilisation des vaccins et des plantes médicinales. Le but de notre étude pour I'emploi de
différentes thérapies est d’avoir un effet cytolytique puissant pour modifier le
comportement de la cellule tumorale. Plusieurs types de thérapies ont cette capacité; ils
sont classés en 3 grandes catégories: les virothérapies, les chimiothérapies et les

immunothérapies.

a. Les avantages et les inconvénients des virothérapies

Les virothérapies sont divisées en deux sous-groupes, selon le type de virus utilisé : les
virus oncolytiques naturels et les virus comportant des génes modifiés. Le traitement avec
les virus oncolytiques représente beaucoup d’avantages, mais leur pouvoir cytolytique est
limité. Prenons le cas du parvovirus comme exemple. Ce virus peut pénétrer les cellules
malignes et tuer plusieurs types de cancer. Il est plus efficace envers le cancer du cerveau, le
neuroblastome, le mélanome et le cancer gastro-intestinal. Cependant, les cellules
révertantes obtenues par I'exposition du cancer du célon et de ’hémangiosarcome avec ce

virus ne sont pas stables. La complexité de récepteur du parvovirus dans les cellules
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malignes permet d’expliquer ce probléme. Dans le cas de certains cancers, la présence de
I'acide sialique dans la membrane de la cellule hote facilite I'attachement du parvovirus
(140). Par contre, les cellules dépourvues d’acide sialique n’ont pas été traitée au parvovirus
parce que la fonction de cet acide neutralise I'enzyme neuraminidase qui empéche le
parvovirus de se lier a la membrane de la cellule h6te. D’autres phénomeénes peuvent étre a

I'origine de cette différence, mais ils restent obscurs jusqu’ici.

Pour le cas du virus de I'herpeés, le HSV1 de type sauvage est pathogene pour I'étre
humain. Il peut causer une maladie appelée encéphalite qui se localise dans le cerveau (141).
C’est-a-dire que ce virus a une caractéristique neurotrophique. De méme que ce virus est
virulent pour I'étre humain, il posseéde aussi une propriété oncolytique. Cependant, les HSV1
atténués ne sont pas agressifs envers les cellules normales. Ensuite, a cause de leur
caractéristique neurotrophique, les cancers de cerveau et neuroblastomes sont des cibles
avantageuses de cette thérapie. Par contre, le HSV1 peut aussi étre utilisé afin de traiter
d’autres types de cancer comme le mélanome, le cancer du célon, du sein, poumon, de la
prostate et ainsi que I’hépatite avec un effet cytotoxique limité (142). A cause du pouvoir
oncolytique relativement faible du HSV1, les chercheurs ont trouvé d’autres moyens pour
améliorer ce traitement comme 'assemblage de HSV1790 avec le CB1954. Cette bithérapie
donne un meilleur résultat parce que I'effet toxique du CB1954 complémente le HSV1790.

Alors l'utilisation de la bithérapie est certainement bénéfique pour le traitement du cancer.

De méme que le pouvoir oncolytique du HSV1 est faible pour certains cancers, il
montre plus d’avantages que I'adénovirus. L’adénovirus n’est pas capable de se répliquer
dans plusieurs types de cancers (gastrointestinal, pancréas, ovarien et prostate). Ce

probléme est attribuable a I'absence du récepteur viral dans ces cancers (143). Alors ce virus
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n’est pas recommandé pour traiter ces types de cancer. Par contre, 'adénovirus est tres
important au remplacement des génes suppresseurs de tumeurs. La modification du
génome adénoviral par I'ajout des génes suppresseurs de tumeurs comme le DLC1 et TSCL1
représente une approche thérapeutique tres efficace pour les cancers ayant un ou plusieurs
geénes bloqués. Le défi avec ce traitement est que les produits de certains genes requierent
des sites spécifiques qui leur permettent de s’attacher a la membrane de la cellule héte.
Prenons le cas du DLC1, qui exige la présence de la protéine alpha-caténine pour qu’il puisse

se lier a la cellule. L’absence de cette protéine rend la thérapie inefficace.

A I'inverse, le réovirus est capable de détruire plusieurs types de cancers (144). Son
efficacité est due a I'abondance de cathepsines (protéases du lysosome) et de la protéine
Ras qui facilitent la décapsidation virale. En plus, la protéine Ras est une protéine
multifonctionnelle. Elle favorise la traduction des protéines virales et aide a 'assemblage des
particules virales (144). Pour cette raison, les cellules cancéreuses sont sensibles a l'infection

par réovirus.

b. Lasimilarité et la différence entre le virothérapie et chimiothérapie

Toutes ces thérapies ont une valeur spécifique importante au traitement du cancer.
La virothérapie et la chimiothérapie partagent quelques similarités quant a leur mécanisme
d’induction de la réversion tumorale. Toutes les deux peuvent activer la voie apoptotique
mais le processus sous-jacent est différent. (73, 79, 86, 112, 120, 145). Pour le cas de la
virothérapie, I'induction de I'apoptose est due a la réduction de la protéine TCTP. Par contre,
dans le cas de la chimiothérapie, I'apoptose se réalise lors de I'inhibition de la division

cellulaire ou a la restauration de I’histone acétylase qui est un co-activateur de la protéine
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p53. Ensuite, ces deux thérapies comportent aussi des caractéristiques particuliéres. La
virothérapie active plusieurs types de protéines suppresseurs de tumeur lors de la
modification du génome viral (97;102). Par contre, la chimiothérapie a des conséquences
plus larges. Elle peut activer les genes responsables de la réparation de la cassure d’ADN. Elle
peut aussi contrOler I'enzyme qui synthétise les molécules de base d’ADN. Elle peut activer

les mécanismes du systéeme immunitaire comme les interférons (113).

c. Effets secondaires de la chimiothérapie

Méme si la chimiothérapie représente une approche d’intérét du traitement du cancer,
elle peut causer des effets nocifs trés graves en comparaison avec la virothérapie. En
général, la virothérapie n’induit pas des effets indésirables (73) et elle provoque des effets
tolérables (exemple virus de la rougeole atténué) a notre organisme (110). Par contre,
I'utilisation de la chimiothérapie a des impacts graves sur la santé (146). Prenons I'exemple
d’une femme qui a subi un traitement du cancer de sein avec la chimiothérapie. Trois ans
plus tard, elle a eu un cancer de I'os et du foie. A cause de la sélection de cellules tumorales
résistantes au traitement, des mutations peuvent étre produites. Ensuite, le traitement avec
la chimiothérapie peut accélérer aussi la ménopause pour les femmes (147). Ce probleme se
produira lors du dommage dans les ovaires. La ménopause précoce a des effets sur la santé
physique et psychiques. Elle peut entrainer la perte des minéraux dans les os et augmenter
le risque d’avoir un probléme cardiaque. Elle peut causer aussi des malaises comme la
nausée et le vomissement (148). Certains patients perdent aussi leurs cheveux a cause de la
chimiothérapie (149). Alors, l'utilisation des chimiothérapies doit donc étre faite avec

précaution.

d. L'importance de la chimiothérapie a la cellule révertante du col utérin
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En regardant les cotés positifs de la chimiothérapie, nous pouvons dire que les
recherches en matiére de chimiothérapie ont permis d’explorer des nouvelles perspectives
de traitement de maladies redoutables comme le cancer du col utérin. En plus, leur efficacité
nous permet de découvrir la clé de la réversion tumorale. Parmi les thérapies utilisées, la
chimiothérapie représente le meilleur traitement pour le cancer du col utérin. A cause de
son caractere multifonctionnel, cette thérapie conduit a la stabilité des cellules révertantes a
partir de I'activation de plusieurs génes suppresseur de tumeur (p53, pHTS, IGFBP-3, DKK-1)
(131; 134) et la modification de I’ADN génomique qui contribue a I'obtention de la cellule
révertante (130). Par comparaison, le pouvoir cytolytique de la virothérapie envers le cancer
du col utérin est limité (135). L'efficacité de cette thérapie dépend de I'agressivité du cancer.
Avec un méme traitement, la cellule Hela recoit un meilleur traitement avec le VSV que la
cellule SiHa plus agressive. En plus, le parvovirus qui soigne bien les cancers du cerveau et les

neuroblastomes est faiblement oncolytique envers le cancer du col utérin.

e. Les perspectives d’avenir des cellules révertantes dérivées des cellules Hela et

SiHa

L'avantage de la chimiothérapie est non seulement d’activer certains génes
suppresseurs de tumeur, mais aussi d’augmenter la chance de découvrir des nouvelles
thérapies. Lors du traitement de la cellule Hela avec I'EMS, des genes suppresseurs de
tumeurs (IGFBP3 et PHTS) furent identifiés comme étant responsables de I'apparition des
clones révertants (133 ; 134). Le test de vérification de ces genes a I'aide de I'injection de la
cellule Hela par I'ad-PHTS et ad-IGFBP3 donne aussi un meilleur traitement contre cette
cellule maligne. Ce dernier est un autre type de thérapie. Alors, la découverte de ces deux

genes amene a la création de nouvelles virothérapies. En se basant sur ces thérapies, ce
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traitement est-il efficace si on I'applique au cancer plus agressif que la cellule HelLa? Dans la
majorité des cas, les études sont effectuées avec la cellule Hela. Rares sont les expériences
qui utilisent les deux a la fois. En plus, les études avec la cellule SiHa ne conduisent
généralement pas a un bon résultat en comparaison a celles utilisant les cellules Hela.
Cependant, les deux lignées cellulaires ont partagé une propriété similaire a cause de la
présence des oncogenes E6 et E7. Le traitement de la cellule SiHa avec 'EMS et les deux
virus modifiés (ad-IGFBP3 et ad-PHTS) serait intéressant a effectuer. On pourrait également
traiter les deux lignés cellulaires malignes (Hela et SiHa) avec les virus qui contiennent deux

génes modifiés comme ad-IGFBP3-p53, ad-IGBFP3-PHTS et ad-PHTS-p53.

Ensuite, d’aprés le mécanisme d’action, le rehaussement de niveaux de certaines
protéines est un des facteurs qui normalise la cellule Hela. Certains virus sont considérés
comme étant plus efficace contre cette cellule a cause de leurs propriétés qui peuvent
stabiliser la quantité de certaines protéines dans la cellule tumorale. Parmi eux, le virus
oncolytique ONYX-015 a une préférence de se répliquer dans les cellules malignes dont le
géne p53 est muté (150). Ce virus est un adénovirus qui contient un géne encodant une
version modifiée de la protéine E; B. Cette modification favorise I'attachement de ce virus
aux protéines p53 mutées. Ce virus a conduit a un bon résultat lors de son utilisation dans le
traitement de différents types de cancers (cancer du foie, du canal biliaire et de la vésicule
biliaire) ayant un taux de p53 mutées trés élevé. Son efficacité est vérifiable en clinique ou
50% des patients traités par ce virus ont été guéris (151). La guérison de ces patients
correspond a la restauration de p53 dans leur tumeur. Ces virus ont comme caractéristique
d’enrichir les protéines p53 sauvage dans les cellules tumorales. Cela pourrait étre un

meilleur traitement pour la cellule Hela et SiHa et les cellules du cancer du col utérin.
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Un autre type de virus (adA24-p53) démontre des propriétés prometteuses dans le
traitement du cancer cervical. L'adA24-p53 est un adénovirus atténué qui est caractérisé par
la suppression de huit acides aminés dans une section de la protéine E1B qui est responsable
de la liaison a la protéine pRB (152) . Ce virus montre une bonne efficacité dans le traitement
de cancers dont les protéines p53 sont bloquées (152). En plus, ce virus est connu pour sa
capacité d’intensifier les niveaux de p53 sauvage dans les cellules malignes. En comparant
avec l'adwt-p53 (adénovirus exprimant le p53 sauvage: ad-p53), I'adA24-p53 est plus
efficace contre les cellules cancéreuses que I'ad-p53. On reconnait que I'un des problemes
des cellules Hela et SiHa est I'absence des protéines p53 libre et fonctionnelle. D’aprés ce
gue nous avons cité précédemment, le rétablissement des protéines p53 peut aider ces
cellules malignes de quitter leur état malin. Le traitement de ces cellules avec I'adA24-p53
pourra mener a |'obtention de cellules révertantes plus stables que I’ad-p53. A partir de
cette nouvelle thérapie, on pourra également découvrir I'effet de 'adA24-PHTS, I'adA24-
IGFBP3, I"'adA24-p53-PHTS, I'adA24-p53-IGFBP3, I'adA24-PHTS-IGFBP3 et 'adA24-p53-PHTS-

IGFBP3 dans les deux cellules Hela et SiHa.

Des produits chimiques peuvent étre utiles au traitement du cancer du col utérin a
cause de leur capacité d’activer la protéine p53. La nutline-3 est un produit chimique dont
I'efficacité a été démontrée en égard au traitement du cancer de la prostate (153). Le cancer
de la prostate se produira lors de la fixation de I'oncoprotéine MDM?2 a la protéine p53
bloquant la fonction de cette derniéere. L'exposition de cellules tumorales de prostate a la
nutline-3 dissocie cette liaison et les p53 libérées peuvent reprendre leur réle. Alors, si la
nutline-3 peut couper la liaison MDM2-p53, il peut étre intéressant de la tester chez les
cellules Hela et SiHa. L'idée générale est que la nutline-3 pourrait perturber l'interaction

entre E6 et p53, restaurant I'activité de ce dernier. Cependant I'effet de la nutline-3 sur
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I’association d’E6 avec p53 n’est pas garanti parce que le mécanisme d’action de nutline-3

avec le MDM?2 demeure inconnu.

D’autres produits chimiques comme la fluoropyrimidine 5-fluororacile (5-FU), des
inhibiteurs de la topoisomérase | (irinotécan, I'oxaliplatine et le tomudex®) peuvent activer
le p53 via I'enrichissement des niveaux cellulaires du récepteur Fas (154). Ce récepteur est
classé dans la famille des protéines du facteur de nécrose tumoral et peut stimuler la voie
apoptotique. L'utilité de ces produits chimiques est validée lors du traitement de la cellule
cancéreuse colorectale. Parmi ces médicaments, on souligne I'importance du CPT-11 et
oxaliplatine qui augmentent abondamment la quantité de récepteur Fas. Cependant, cet
effet est plus limité lors du traitement au 5-FU et au tomudex®. Par contre, la bithérapie
CPT-11 ou oxaliplatin avec 5-FU intensifie la qualité du traitement du cancer. A cause du
potentiel de ces médicaments a restaurer la fonction de p53, ils sont probablement

intéressants au traitement de la cellule Hela et SiHa.
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CONCLUSION

L'étude du processus de la réversion tumorale nous a permis de proposer de
nouvelles pistes de thérapies du cancer. Le cancer cervical est connu comme l'une des
maladies gynécologiques les plus importantes au monde. Certaines thérapies sont déja
élaborées pour combattre cette maladie. Parmi ces thérapies, la chimiothérapie EMS
représente un meilleur traitement de ce cancer. L’utilisation du produit chimique MNNG est
aussi une autre facon de controler la multiplication cellulaire de la cellule Hela. Le retour au
phénotype atténué est attribuable aux modifications génétiques. Cependant, la réversion
cellulaire n’est pas un phénomeéne parfait. La pratique des virothérapies est recommandée
pour le traitement du cancer cervical, mais leur effet oncolytique est limité. La cellule Hela
est plus sensible a cette stratégie que la cellule SiHa. Le pouvoir cytotoxique de ces virus
dépend de l'agressivité du cancer. L'incorporation de virus avec des cytokines représente
beaucoup d’avantage aux thérapies cancéreuses que |'utilisation de virus seul. L’exploration
des éléments manquants tel que la protéine supresseur de tumeur p53 et I'introduction du
chromosome 6 dans la cellule sont d’autres voies qui devraient étre explorées. La
transfection de la cellule maligne du col utérin par le chromosome 6 empéche la
reproduction anormale de cette cellule. En fait, en utilisant plusieurs de ces thérapies pour
isoler quelques clones révertants au sein de plusieurs cellules malignes, nous avons fini par
la découverte de la réversion tumorale dérivée de la cellule Hela et SiHa. Dans cette étude,
nous démontrons que la réversion tumorale est une méthode efficace permettant aux
cellules tumorales de quitter leur état malin via l'activation de certaines protéines
suppresseurs de tumeurs et I'induction de la voie apoptotique. L'étude de la réversion

tumorale nous a permis d’identifier certaines protéines (p53, PHTS, IGFBP3) clés
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responsables de ce processus biologique. La compréhension de ce mécanisme de la
réversion tumorale nous conduit a la découverte de plusieurs autres thérapies (ad-p53, ad-
IGFBP3, ad-PHTS, adA24-p53, adA24-IGFBP3, adA24-PHTS, ects, ONYX-015, nutline-3,
irinotécan, oxaliplatine et tumodex®) importantes a la nouvelle direction de notre recherche

sur le traitement du cancer du col utérin.
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