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Sommaire

Le cancer est une maladie grave et une cause importante de décès chez

l'adulte et l'enfant. L'efficacité des médicaments antinéoplasiques est limitée par

leur toxicité envers les cellules humaines normales, en particulier les cellules

hématopoïétiques souches, un phénomène appelé "myélosuppression".

Les médicaments du groupe du carboplatine et du cisplatine sont utilisés

dans le traitement de plusieurs types de cancer. Cependant, la chimiothérapie

aux agents de ce groupe est limitée par leur myélotoxicité. Notre idée est de

développer une thérapie génique pour protéger les cellules souches

hématopoïétiques des patients contre les effets toxiques des médicaments du

groupe du carboplatine et du cisplatine. Le gène MT, codant pour la protéine

métallothionéine, lorsque transféré et exprimé dans des cellules souches

hématopoïétiques normales, pourrait effectuer cette protection. L'implication de

la métallothionéine dans la résistance contre les médicaments du groupe platine

a déjà été proposée.

Nos objectifs à court terme étaient de cloner le gène MT dans un vecteur

lentiviral à expression constitutive et dans un vecteur d'expression rétro viral

dépendant de la tétracycline (système Tet-On), afin de vérifier la capacité du

gène MT clone dans ces vecteurs et transfecté dans des cellules murines et

humaines de protéger ces dernières contre les effets toxiques du carboplatine et

du cisplatine.

0

Nous avons clone le gène MT dans le vecteur lentiviral à expression

constitutive pHR'CMV et dans le vecteur rétroviral dépendant de la tétracycline

pRevTRE. Les cellules BOSC23 transfectées transitoirement avec le vecteur

lentiviral pHR'CMV-MT ont été soumises à un essai clonogénique afin

d'évaluer leur potentiel de clonogénicité après une exposition à un médicament.
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De la résistance chez les cellules BOSC23-MT a été observée à certaines

concentrations, comparativement aux cellules contrôles. Les cellules A549 et

DA-3 ont été transfectées de façon stable avec les vecteurs pRevTRE-MT et

pRevTet-On. Elles ont été soumises à des essais clonogéniques et des essais

MTT (essais d'inhibition de croissance). Aucune résistance n'a été observée

contre les médicaments du groupe platine chez les cellules A549-MT et DA-3-

MT, comparativement aux cellules non-transfectées.

0

Nous concluons que le gène MT dans le contexte d'un vecteur lentiviral

et sous le contrôle d'un promoteur fort CMV protège les cellules BOSC23

centre l'effet toxique du carboplatine et du cisplatine. Cette protection est

cependant absente dans le contexte d'un vecteur rétroviral classique dont

l'expression du gène MT dans les cellules A549-MT et DA-3-MT est sous le

contrôle du système Tet-On.
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INTRODUCTION

I : LA CHIMIOTHÉRAPIE DU CANCER

1.1 : Succès et limites de la chimiothérapie

Depuis quelques décennies, de nombreux agents cytotoxiques ont été

développés et ont amélioré les taux de survie de patients atteints du cancer.

Cependant, la chimiothérapie contre le cancer, en particulier le métastatique,

n'est pas toujours efficace. L'échec du traitement peut être dû au

développement de la résistance des cellules cancéreuses aux agents

antinéoplasiques [l] ou à la toxicité pour les cellules normales du patient [2].

Le dogme courant en chimiothérapie du cancer préconise

l'administration d'une dose forte dans le but d'obtenir un meilleur pronostic

[3]. Cette approche est largement répandue en clinique aujourd'hui. Cependant,

la plupart des agents chimiothérapeutiques ont un petit index thérapeutique, ce

qui limite l'administration de doses élevées [4].

L'index thérapeutique d'un médicament est un ratio entre deux doses. Il

s'agit d'une division de la dose létale chez 50 pour cent des sujets (LD5o) par la

dose efficace chez 50 pour cent des sujets (ED5o) [5]. Plus l'index est bas, plus

il y a de chances pour un patient de subir des effets toxiques. Les médicaments

ayant un index thérapeutique bas sont des agents pour lesquels un petit

changement en concentration systémique peut mener à des changements

importants dans la réponse thérapeutique. Une dose soit trop minime, soit trop

grande d'un tel médicament peut entraîner, soit un traitement inefficace, soit un

effet toxique [6].

u
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I. II : Les médicaments à base de platiné

II. II. I : Spectre d'action de l'activité antitumorale

Le cisplatine (cis-dichlorodiamineplatinum II, ou cysplatyl) et le

carboplatine (cis-diammine-[l,l-cyclobutanedicarboxylato] platinum, ou

paraplatine) sont des médicaments anticancéreux à base de platiné. Ils sont

parmi les médicaments antinéoplasiques cytotoxiques les plus utilisés en

chimiothérapie et ont un spectre d'action étendu [7].

Le cisplatine est un des agents les plus efficaces pour le traitement de

plusieurs tumeurs solides chez les humains tels le cancer de l'œsophage [8], des

testicules [9, 10], des ovaires, de la vessie, des poumons (SCLC et NSCLC)

[10, 11], du cou et de la tête [10-12]. Le carboplatine, un médicament de

deuxième génération [13], est utilisé pour le même type de tumeurs que le
cisplatine [14].

I. II. II : Structure

Les médicaments à base de platine ont une structure iiihabituelle si on

les compare aux autres agents néoplasiques. Ils sont organométalliques ; ils

contiennent l'élément métallique platine, tandis que la majorité des autres

agents chimiothérapeutiques sont seulement organiques [15].

Cl ^ /NH3

C/ NH3
Cisplatme

0\_/NH3
.Pt

0/ VNH,3

Carboplatme

Source : Chabner BA, Allegra CJ, Curt GA, Calabresi P (1996) [8].
Figure 1. Structure du cisplatine et du carboplatine.

0
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I. II. Ill : Mécanisme d'action

Les études sur le cisplatine, qui représentent la source principale

d'informations sur les propriétés des médicaments à base de platine [15],

indiquent qu'ils sont cytostatiques [10]. Le cisplatine est une molécule stable.

Dans des conditions aqueuses tel le plasma sanguin, environnement où la

concentration de chlore peut dépasser 100 mM, il reste inerte. Cependant, il se

comporte différemment dans la cellule, où la concentration de chlore est

moindre [15].

L'hypothèse sur le mode d'entrée du cisplatine dans la cellule inclut

deux mécanismes [16]. Il peut entrer dans la cellule par diffusion passive [17]

ou par des canaux transmembranaires [16]. Ce dernier processus requiert de

l'énergie et comprend des mécanismes d'efflux et d'influx [18].

Après l'entrée dans la cellule, le cisplatine [7, 15, 19] et le carboplatine

[7] subissent une hydrolyse et deviennent des molécules hydratées identiques.

En effet, le cisplatine perd ses deux molécules de chlore et le carboplatine perd

son groupement cyclobutanedicarboxylato bidentate [8]. Les deux molécules ne

conservent que la partie NHs-Pt-NHa et sont positivement chargées. Ces

molécules sont électrophiles et actives [7].

0

Le cisplatine et le carboplatine agissent ensuite d'une manière similaire

aux agents alkylants. Après la réaction d'activation, la molécule est capable de

réagir avec des groupes nucléophiles ; elle peut former un ou deux liens

covalents avec les protéines, l'ADN et l'ARN [19, 20]. Ceci peut entraîner une

formation de ponts entre les macromolécules [19]. Environ l pour cent du

cisplatine et du carboplatine réagit avec l'ADN génomique, menant à des

adduits et des ponts intra- et inter-brin. La position N-7 de la guanine est le plus

fréquemment atteinte et on retrouve très souvent des ponts intra-brin entre deux

guanines adjacentes [19, 21, 22].
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Plusieurs observations laissent croire que le dommage infligé par le

cisplatine et le carboplatine sur l'ADN soit l'événement cytotoxique [23-32].

Par exemple, des lignées cellulaires ayant un mécanisme de réparation par

excision de nucléotide déficient sont hypersensibles à ces médicaments [24-26].

Certaines lignées cellulaires résistantes au cisplatine ont une capacité plus

élevée à réparer le dommage causé par le cisplatine à l'ADN. Des inhibiteurs de

la réparation de l'ADN peuvent augmenter la toxicité causée par le cisplatine
[27-32]. La cytotoxicité possible des dommages causés par le cisplatine à
l'ARN et aux protéines est moins claire [7].

Le cisplatine et le carboplatine forment des lésions identiques dans

l'ADN ; néanmoins, la cinétique du carboplatine est plus lente [33]. Le

carboplatine est, in vitro, de deux à 50 fois moins puissant que le cisplatine [14,

23]. Cependant, in vivo, le degré de liaison du carboplatine au plasma est

moindre que pour le cisplatine (entre 10 et 24 pour cent versus 90 pour cent)

alors les quantités requises pour l'efficacité du carboplatine sont en fait
seulement trois à quatre fois plus élevées que celles du cisplatine [14].

Le cisplatine [34-37] et le carboplatine [34, 35, 38] peuvent causer

l'apoptose de cellules mises en culture, par exemple les cellules leucémiques
miu-ines L1210 et les lignées cellulaires CHO [34, 35]. De la nécrose peut être

causée aussi par le carboplatine [38]. In vivo, le mécanisme enjeu n'est pas clair
[7].

0

Le mécanisme par lequel la cellule meurt à la suite de lésions sur l'ADN

produites par les médicaments à base de platine est inconnu. Il a été suggéré

que le cycle cellulaire est impliqué dans le mécanisme ; des études ont
démontré que des cellules en division sont plus susceptibles de mourir sous

l'effet du cisplatine que des cellules non-divisantes [39]. Il semble que
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généralement, les cellules en phase S meurent plus que celles en d'autres phases
du cycle cellulaire [40].

I. II. IV : Resistance

Des cellules cancéreuses résistantes aux médicaments du groupe platine

peuvent se développer chez la majorité des patients traités avec ces

médicaments [41-43]. En outre, certaines tumeurs sont initialement

naturellement résistantes à ces médicaments, tels les cancers colorectaux et

pancréatiques. L'acquisition ou la présence de résistance au cisplatine et au

carboplatine représentent un problème clinique majeur. Il y a plusieurs facteurs

impliqués dans le développement de ce processus [7]. Les modèles de
mécanismes de résistance ont surtout été élaborés en observant des cellules

résistantes au cisplatine in vitro [15].

Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans la résistance ; on

peut les regrouper en deux catégories [7]. La première comprend les

mécanismes qui limitent la possibilité des médicaments de causer des

dommages à l'ADN : une diminution de l'accumulation intracellulaire des

médicaments par diminution de l'influx [44, 45] et une augmentation de la

detoxification par des thiols cellulaires tels le glutathione et la protéine

métallothionéine [4l, 46, 47].

Dans la deuxième catégorie, on retrouve les mécanismes qui permettent

à une cellule de tolérer ou de réparer les dommages : un enlèvement des adduits

Pt-ADN par un procédé d'excision et de polymerization [48], un défaut dans la

reparation des mismatchs menant à une tolérance plus élevée des dommages

causés à l'ADN [4l, 49-51] et la prévention de l'apoptose [41].

u
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I. II. V : Toxicité et effets secondaires

Le cisplatine cause beaucoup d'effets secondaires : néphrotoxicité,

neurotoxicité, vomissements, ototoxicité [14, 15], nausées, myélosupression

[15] et interférence avec l'activité des plaquettes sanguines [52]. Le

carboplatine présente des effets secondaires moindres et son index

thérapeutique est donc plus élevé que celui du cisplatine. Cet analogue du

cisplatine, développé spécifiquement pour diminuer les effets secondaires [13],

cause rarement de la néphrotoxicité [53], de la neurotoxicité, des nausées et des

vomissements [54]. Ses effets secondaires majeurs sont la thrombocytopénie

sévère [14], l'anémie, la neutropénie [15] et la myélosuppression [15, 55].

Ceux-ci représentent les facteurs limitants pour l'augmentation des doses de
carboplatine [14, 55].

II : LA THÉRAPIE GÉNIQUE

II. I : Introduction

L'identification des défauts génétiques responsables de certaines

maladies a fait de la thérapie génique une option de traitement attrayante [56]. Il
s'agit de corriger un défaut génétique en insérant le gène fonctionnel dans la
cellule ciblée [57]. Au cours des dix dernières années, plus de 4000 patients ont
participé à des expériences de thérapie génique, mais seulement quelques
résultats concluants ont été obtenus [58]. Le succès le plus récent s'est produit
au cours du mois d'avril 2000 en France ; deux enfants atteints

d'immunodéficience sévère combinée héréditaire ont eu un transfert d'ADNc du

gène yc dans les cellules de leur moelle osseuse [59]. Cependant, le succès n'est
pas toujours atteint. Au moins un patient est mort lors d'un essai clinique de

thérapie génique, qui employait les adénovirus en tant que vecteurs, en
septembre 1999 [5 8, 60].

0
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II. II : Vecteurs pour la thérapie génique

II. IL I : Introduction

Le succès de la thérapie génique dépend largement du système utilisé

pour introduire le gène thérapeutique à l'intérieur des cellules cibles [56].
Plusieurs méthodes existent pour effectuer ce transfert et impliquent des

procédures chimiques, physiques et virales [61]. Dans ce mémoire, l'emphase

est sur certains vecteurs viraux. Les systèmes de vecteurs utilisés doivent être

précis. Le meilleur vecteur candidat n'est pas le même pour chaque maladie
ciblée par la thérapie génique [56].

II. II. II : Vecteurs rétroviraux

Les vecteurs rétroviraux sont des vims utilisés pour insérer du matériel

génétique dans ime cellule. Ils proviennent de rétrovims isolés de rongeurs ou

de poulets. Ils ont été altérés par la suite pour le transfert de gènes. Le génome

des rétrovirus est constitué d'ARN. L'entrée de la particule virale dans la cellule

résulte d'une interaction avec un récepteur viral situé à la surface de la cellule.

Immédiatement après l'entrée du vims, une transcriptase inverse produit un

transcrit d'ADN linéaire double-brin. La transcriptase inverse est un produit du

gène viral pol, et est présente dans la particule virale avant l'infection. Lorsque
la cellule est en mitose, l'ADN viral a alors accès au noyau et s'intègre au

génome grâce au produit du gène int, déjà présent lui aussi dans la particule

virale avant l'infection. L'intégration se fait au hasard dans le génome de la

cellule hôte. L'ADN viral intégré est appelé provirus. Le provirus est ensuite

transcrit, sous le contrôle du promoteur LTR à l'extrémité 5'. Ce transcrit sert à

synthétiser les protéines codées par les gènes gag, pol et env. Elles sont
nécessaires à rassemblée de nouveaux virus. Le transcrit non-épissé sera

encapsidé car il contient le signal d'encapsidation Y. Les nouvelles particules de
virus bourgeonnent et sont prêtes à attaquer d'autres cellules [62].

0
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Figure 2. Le cycle de replication du rétrovims. Le vims entre dans la cellule
grâce à un récepteur viral. La transcriptase inverse produit de l'ADN double-
brin à partir de l'ARN viral. Durant la mitose, l'ADN viral a accès à l'ADN
cellulaire nucléaire et s'y intègre. L'ADN viral est ensuite transcrit. Ce transcrit
sert à synthétiser des protéines à partir des gènes gag, pol et env. Ces protéines
sont nécessaires à l'assemblage des nouveaux vims. Le transcrit non-épissé
contient un signal d'encapsidation VF qui lui permet d'etre reconnu par les
protéines d'assemblage et d'etre encapsidé. Après l'encapsidation, le virus
bourgeonne hors de la cellule.

Ces rétrovims ont été modifiés génétiquement afin de diminuer le risque

pour les patients et augmenter la taille et l'expression du transgène qui pourrait

être inséré dans le vecteur, pour en faire des outils en recherche génétique.

Certains éléments génétiques nécessaires pour l'infection virale ont été éliminés

et remplacés avec le transgène (le matériel génétique à introduire dans la cellule

cible). Par exemple, les gènes gag, env etpol sont enlevés [63]. Les promoteurs

LTR, le signal d'encapsidation VF, les enhancers et les séquences de

polyadénylation sont cependant conservés. Le vims n'est donc plus infectieux,

parce qu'en l'absence des gènes gag,pol et env il est incapable de se répliquer et
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d'amorcer une infection. Il n'est capable que de s'intégrer dans le génome de la

cellule et de transcrire son ADN génomique [62].
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Figure 3. Transduction d'une cellule cible par un rétrovims défectueux
(incapable de se répliquer). Les transgènes "x" et "néo" y sont clones. Les
premières étapes de la transduction de la cellule sont identiques à celles des
rétrovirus non-modifiés génétiquement : le rétrovims entre dans la cellule à
l'aide du récepteur viral, puis la transcriptase inverse produit de l'ADN double-
brin qui s'intègre au génome de la cellule suite à une mitose. L'ADN viral
contient les transgènes. Les séquences gag, pol et env ne sont pas incluses.
L'ARN viral transcrit contient les informations nécessaires pour la traduction
des transgènes.

Pour obtenir ce type de virus qui peut livrer le transgène, mais qui est

incapable de se répliquer, on a recours à des lignées cellulaires d'encapsidation.

Ces lignées cellulaires ont été génétiquement manipulées. Plusieurs lignées

cellulaires d'encapsidation différentes sont disponibles. Ces lignées confèrent

aux virus obtenus quelques particularités qui diffèrent selon la lignée utilisée

[62].

0
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Les cellules d'encapsidation détiennent et transcrivent les gènes gag, pol

et env. Tel qu'indiqué ci-dessus, ces éléments sont manquants dans le génome

viral des rétrovims recombinants incapables de se répliquer. Un ou plusieurs

plasmides contenant des éléments rétro viraux, sauf gag, pol et env, sont requis.

Le gène d'intérêt et un gène de sélection peuvent y être clones aussi. Dans ce

type de cellules seulement, la transfection d'un tel plasmide permet rassemblée

d'un virus. Après l'intégration du plasmide dans le génome de ces cellules,

l'ARN viral est produit, et les protéines encodées peuvent être traduites. Cet

ARN en soi ne peut diriger l'assemblage de nouveaux vims. Cependant,

l'assemblage se produit quand même, grâce aux produits des gènes gag,pol et

env qui sont compris la cellule d'encapsidation. Dans des cellules normales

(non-modifiées génétiquement en laboratoire), ces protéines ne sont pas

produites et la fonnation de nouveaux virus n'est pas possible [62].

u
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Figure 4. Production de virus recombinants, vecteurs pour la thérapie génique,
incapables de se répliquer. Le plasmide contient le gène d'intérêt x, le gène de
selection (e.g. néo) et quelques éléments rétroviraux 3auîgag,pol et env. Après
une transfection et une intégration au génome de la cellule, les gènes x et néo
sont transcrits et traduits. Le transcrit non-épissé contient le signal
d'encapsidation ¥, ce qui lui permet d'etre encapsidé. L'encapsidation est
rendue possible grâce aux protéines encodées par les gènes gag, pol et env dans
la cellule d'encapsidation.

Comme suite à son intégration dans un chromosome de la cellule hôte,

le transgène est exprimé de façon stable pour une longue période [58, 62],

causant des modifications permanentes [63]. Ce système est efficace et ne

produit pas de réponse immunitaire [58]. Par contre, le titre obtenu est

généralement bas [63].

u

Les rétrovims sont capables d'infecter et de transduire des cellules

hématopoïétiques. Les cellules souches hématopoïétiques étant de nature

quiescente, il faut les stimuler avec des facteurs de croissance. Ceci stimule les
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divisions, permettant une transduction, mais on croit que cela les différencie

aussi [63].

II. II. Ill : Vecteurs lentiviraux

La famille Retroviridae est divisée en trois sous-familles : Oncoviridae,

Lentiviridae et Spumaviridae. Les rétrovims décrits ci-dessus font partie de la

famille Oncoviridae. Les lentivims, tel le VIH, sont membres de la sous-famille

Lentiviridae et ont un cycle infectieux similaire à celui des autres rétrovirus

[64]. Dans ce mémoire, les vecteurs lentiviraux seront différenciés des vecteurs

rétroviraux classiques.

Une équipe de chercheurs, dirigée par Verma et Trono, a récemment

exploité les caractéristiques du lentivims pour rendre possible l'obtention de

lentivirus défectueux d'une manière analogue aux rétrovirus "classiques" [65].

Ce qui les différencie des rétrovirus classiques est leur avantage de pouvoir

transduire et des cellules mitotiques et des cellules non-mitotiques [58, 65].

Cette capacité vient de leur signal de localisation nucléaire, qui permet l'entrée

du génome viral à travers la membrane nucléaire intacte des cellules qui ne sont

pas en division [66].

0

Plusieurs expériences ont été effectuées avec ce type de vecteur [65].

Les vecteurs dérivés du lentivirus peuvent transduire une variété de cellules

humaines quiescentes, par exemple les neurones [65, 67-69], les macrophages

[65, 70], les hépatocytes, les myocytes cardiaques [71] et les cellules

hématopoïétiques [72-75]. Ces vims sont souvent pseudotypés par la

glycoprotéine VSV G. La présence de cette glycoprotéine étrangère sur la

membrane virale permet aux particules virales de se lier de façon non-

spécifique aux phospholipides membranaires des cellules ciblées [76], ce qui

augmente l'efficacité de transduction [72]. Le VIH étant dangereux, les vecteurs
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dérivés sont développés en fonction de la biosécurité, pour éviter les risques

associés à son utilisation [66, 68, 77].

II. II. IV : Vecteurs dépendants de la tétracycline

II. II. IV. I : Description

Dans la plupart des thérapies géniques, l'expression du transgène est

contrôlée par un promoteur constitutif. Un tel promoteur ne permet aucune

commande temporelle et quantitative de l'expression du transgène. L'utilisation

de promoteurs pouvant être induits permet une régulation de l'expression du

transgène en quantité et en temps. Ces promoteurs permettent donc d'éviter des

effets néfastes pouvant être causés par une surexpression du transgène [78].

Plusieurs promoteiirs eucaryotes pouvant être induits ont été caractérisés

et utilisés pour réguler l'expression de trangènes : promoteurs pouvant être

induits par des hormones, des métaux lourds, un manque de métabolite ou un

stimulus physique. Ces promoteurs ne sont cependant pas idéaux dans le cadre

de la thérapie génique, car une régulation exogène pourrait aussi induire

l'expression de gènes autres que le transgène (effets pléiotropiques). De plus,

les agents qui induisent ces promoteurs sont habituellement des molécules

endogènes, et leur niveau ne peut être contrôlé adéquatement [78].

0

Un système d'induction idéal devrait posséder trois caractéristiques.

Premièrement, il doit être spécifique : l'induction devrait se faire à l'aide d'une

molécule inerte exogène qui induit spécifiquement la transcription du transgène

sans influencer la transcription des gènes endogènes [78, 79]. Deuxièmement, il

doit être efficace : il doit montrer un niveau d'expression basai très bas lorsqu'il

n'est pas induit, et atteindre rapidement un haut niveau d'expression lorsqu'il

est induit et il doit aussi pouvoir être efficacement ramené à son état non-induit.
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Troisièmement, il doit permettre la gestion du niveau d'expression du gène

avec une quantité déterminée de l'inducteur [79].

Quelques systèmes d'induction ayant ces caractéristiques ont été mis au

point : les systèmes inductibles à la tétracycline, à la FK506/rapamycine, au

RU486/mifepristone et à l'ecdysone [79]. Le système d'expression dépendant

de la tétracycline a été élaboré par Gossen et al [80, 81]. Il est entièrement

procaryote. La bactérie Escherichia coli possède un gène de résistance à la

tétracycline sur le transposon Tn 10. L'expression de ce gène est contrôlée par

un répresseur constitutif lié à des séquences opératrices. Ce répresseur peut

cependant être inactive en présence de tétracycline en s'y liant, ce qui

occasionne un changement de conformation. Alors, le répresseur n'est plus lié

aux séquences opératrices et la transcription du gène de résistance à la

tétracycline a lieu.

Absence de tétracycline

Rep

Opérateur tetO | gène de résistance

Presence de tétracycline

têt

Rep
^

Opérateur tetO gène de résistance

0

Figure 5. L'opéron Têt. Le répresseur constitutif est lié à la séquence opératrice
de l'opéron Têt. Ceci empêche la transcription du gène de résistance.
Cependant, en présence de tétracycline il cesse de réprimer la transcription. La
liaison du répresseur et de la tétracycline cause un changement de conformation
et entraîne une cessation de l'interaction entre le répresseur et les séquences
opératrices. La transcription des gènes de résistance à la tétracycline est donc
autorisée, permettant à la bactérie Escherischia coli de survivre.

Deux systèmes en fonction de la tétracycline ont été développés à partir

de ces éléments : le système Tet-Offet le système Tet-On. Dans le système Tet-

Off, la transcription du transgène est inhibée en présence de tétracycline. Le
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répresseur a été fusionné avec le domaine transactivateur de la protéine VP16

du virus de l'herpes simplex. La protéine de fusion obtenue, tTA, induit la

transcription d'un transgène en se liant à son promoteur synthétique. Ce

promoteur dérivé de l'opéron Têt est constitué de sept copies de l'opérateur

tetO, en amont d'une boîte TATA. Cette boîte TATA est dérivée du promoteur

immediate early du CMV. Lorsque la tétracycline est présente, elle se lie à la

protéine chiniérique, causant un changement de conformation, le détachement

de la protéine et l'interruption de la transcription du gène [80, 81].

Absence de tétracycline Presence de tétracycline

têttTA

tTA ->

Promoteur gène d'intérêt Promoteur gène d'intérêt

Figure 6. Le système Tet-Off. La protéine tTA, une fusion du répresseur et de la
partie transactivatrice de la protéine VP16 du vims de l'herpès simplex, est liée
constitutivement au promoteur synthétique. L'interaction entre tTA et le
promoteur synthétique stimule la transcription du transgène. Cette transcription
est supprimée par l'addition de tétracycline, qui se lie à tTA.

Dans le système Tet-On, la transcription est activée en présence de

tétracycline. Une forme mutante de la protéine de fusion tTA a été développée ;

elle a quatre acides aminés différents dans la partie du répresseur. Cette

nouvelle protéine chimérique, nommée rtTA, se lie seulement à l'opérateur en

presence de tétracycline et induit la transcription [80, 81].

0
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Absence de tétracycline Presence de tétracycline

rtTA

Promoteur gène d'intérêt

têt

rtTA
¥

gène d'intérêtPromoteur

Figure 7. Le système Tet-On. La protéine chimérique rtTA, différente de la
protéine tTA par quatre acides aminés, ne se lie au promoteur synthétique qu'en
presence de tétracycline pour activer la transcription.

Les gènes codant pour les protéines de fusion tTA ou rtTA peuvent être

situés sur le même plasmide que celui comprenant le promoteur synthétique et

le transgène, ou sur un plasmides différent. Les doses requises de tétracycline

sont, pour l'humain, au moins 300 fois moindres que les doses toxiques

minimales [78]. Le système est spécifique. Aucun problème d'immunogénicité

n'a été rapporté jusqu'à présent [82]. Les systèmes répondent aussi aux

analogues de la tétracycline, telle la doxycycline. Cette dernière est jusqu'à 100

fois plus efficace que la tétracycline dans le système Tet-On [81].

II. II. IV. II : Désavantages

Quelques désavantages accompagnent ce système. Il peut y avoir un

bruit de fond. Il faut alors observer plusieurs clones avant de trouver celui qui

démontre un minimum d'expression basale et un maximum d'inductibilité. Ce

bruit de fond peut varier de d'une cellule à l'autre, d'un type de cellule à l'autre

ou d'un type de tissu à l'autre. Ceci implique une hétérogénéité dans l'ordre de

grandeur du niveau d'induction de la transcription [83].

0

Les transactivateurs (tTA et rtTA) peuvent être toxiques pour certains

types de cellules et peuvent aussi occasionner une inhibition de croissance lors

de la culture cellulaire pour les cellules l'exprimant à haut niveau. La même

situation peut se produire chez les animaux transgéniques : les cellules
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comportant ce système peuvent avoir un désavantage de croissance par rapport

aux autres [83].

Une répression de la transcription des gènes (rtTA, TA et le gène

thérapeutique) par la chromatine est possible [84]. D'autre part, la tétracycline

s'accumule dans le corps et le taux d'élimination est lent, ce qui pourrait

interférer avec des inductions rapides et précises [85].

II. II. IV. Ill : Applications

Le système d'expression en fonction de la tétracycline a été employé

jusqu'à présent pour diverses applications. Il est devenu populaire pour induire

l'expression de gènes rapporteurs dans des cellules de mammifères [86, 87]. Par

exemple, le système Tet-On a été utilisé en thérapie génique pour induire la

transcription du gène POMC dans des cellules encapsulées introduites dans la

colonne vertébrale chez le rat dans le but d'induire de l'analgésie [88]. A l'aide

du système Tet-Off, d'autres chercheurs ont examiné les fonctions

d'apprentissage et de mémoire médiées par les neurones hippocampaux avec le

gène CaMKIIa chez des souris transgéniques [89-91]. Le système Tet-On a été

utilisé pour déterminer le rôle du gène ErbB2 dans le développement des

epitheliums squameux et des follicules pileux chez des souris transgéniques

[92].

Ill : LA CHIMIOPROTECTION

0

III. I : Introduction

Le développement de la résistance aux médicaments chez les cellules

cancéreuses lors d'un traitement contre le cancer ne se produit pas chez les

cellules saines normales du patient [2]. Pour plusieiirs agents de chimiothérapie,

la myélosupression est un effet secondaire qui limite l'administration des doses

élevées [93, 94].
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Cette observation a mené plusieurs équipes de chercheurs à travailler

sur le transfert de gènes de résistance dans des cellules souches

hématopoïétiques [94]. Cette approche, la chimioprotection, a pour but de

rendre les cellules souches hématopoïétiques résistantes aux médicaments

antinéoplasiques. Les objectifs ultimes de cette stratégie sont a) la réduction de

certains effets secondaires telle la myélosuppression ; b) l'augmentation de la

dose de médicaments anticancéreux et e) l'amélioration du taux de survie des

patients [2, 94].

Plusieurs gènes de résistance aux médicaments ont été clones et

exprimés (voir ci-dessous). Plusieurs aspects importants doivent cependant être

considérés avant que la technologie de chimioprotection par la thérapie génique

puisse être utilisée avec succès chez les patients : l'efficacité de transfert du

gène, l'expression adéquate du gène transduit et la sécurité [2].

III. II : Exemples de chimioprotection

III. II. I : MDR1 (multidrug resistance gene 1)

Le gène MDR1 code pour une protéine transmembranaire, gp 170, qui

agit comme une pompe [95, 96]. Cette P-glycoprotéine, dépendante de l'ATP

[96], transporte hors de la cellule des composés lipophiles : des toxines

polycycliques [95, 96] et des médicaments anticancéreux tels les

anthracyclines, les alcaloïdes vinca, l'étoposide et le paclitaxel [96].

0

Une résistance a été observée contre ces agents chimiothérapeutiques

chez des souris transgéniques dont les cellules de la moelle osseuse expriment

l'ADNc de MDR1 [97-99]. D'autres souris, irradiées avec des doses létales et

transplantées par ces cellules, ont été protégées contre une myélosuppression

induite par la chimiothérapie [100]. De plus, des cellules souches
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hématopoïétiques transduites avec l'ADNc du gène MDR1 à l'aide de vecteurs

rétro viraux ont démontré une expression augmentée de ce gène [101-106]. Ces

cellules ont démontré une résistance aux agents antinéoplasiques tel le taxol in

vitro, et aussi in vivo, après une transplantation de moelle osseuse [102, 103,

105]. L'expression du MDR1 est accompagnée de résistance contre des

médicaments antinéoplasiques dans des modèles murins in vivo [94]. Des essais

cliniques ont été élaborés pour le cancer du sein [107]. Malheureusement, la

surexpression du gène MDR1 pourrait mener à des effets secondaires telles la

maladie myéloproliférative et les leucémies secondaires [108].

III. II. II : DHFR (dihydrofolate reductase)

L'enzyme DHFR est impliquée dans le mécanisme de biosynthèse de

novo des purines et la synthèse de thymidylate [109]. Son substrat est le

dihydrofolate et son cofacteur est le NADPH [l 10]. Elle est inhibée par l'agent

antinéoplasique méthotrexate [109]. Cette inhibition a un effet antiprolifératif

sur les tumeurs se divisant rapidement, mais aussi sur des tissus sains telles les

cellules hématopoïétiques [111, 112].

Des fomies variantes de DHFR ont été identifiées. Elles démontrent une

affinité réduite envers le méthotrexate ; cependant, elles sont encore capables de

se lier au dihydrofolate et au NADPH pour effectuer leurs activités nonnales.

Ces variantes sont donc résistantes au méthotrexate [l 13].

0

Pour protéger les cellules souches hématopoïétiques contre les effets du

méthotrexate, la thérapie génique à la DHFR (variante résistante au

méthotrexate) a été utilisée en vue d'augmenter les doses de méthotrexate

administrées au patient. Des souris transgéniques exprimant une DHFR

résistante au méthotrexate ont été établies et des cellules de leur moelle osseuse

ont été transplantées dans des souris irradiées de façon létale et les ont sauvées

de doses létales de méthotrexate [114]. Le transfert rétroviral d'un gène DHFR
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mutant dans des cellules souches de la moelle osseuse procure aussi une

protection contre le méthotrexate chez des souris transplantées avec ces cellules

[115].

III. II. Ill : MGMT (06-methylguanineDNA methyltransferase)

Les agents alkylants nitrosourées, triazènes et tétrazènes ont aussi pour

effet secondaire principal la myélosuppression. Ces agents antinéoplasiques

forment plusieurs sortes d'adduits avec l'ADN, mais le dommage cytotoxique

et mutagénique le plus fréquent est induit par une attaque à la position 0 de la
guanine [116]. Des molécules telles la 06-méthylguanine [117] et la O6-

chloroéthylguanine [118] sont formées. La résistance contre ces médicaments

se fait principalement grâce aux enzymes de réparation de l'ADN [l 16].

La protéine 06-alkylguanine-DNA alkyltransférase, codée par le gène

MGMT, est l'enzyme principale impliquée dans la réparation de ces lésions sur

l'ADN [116, 117, 120]. Cette enzyme transfère le groupe méthyle des lésions

sur une de ses cystéines et laisse une guanine normale dans l'ADN [121, 122],

et est une inactivée de façon irréversible [122].

La chimiosensibilité des cellules de la moelle osseuse aux nitrosourées

est causée par des niveaux bas d'alkyltransférase dans les cellules souches

hématopoïétiques [123-125]. La surexpression du gène MGMT prévient les

mutations G:C à A:T, diminue la transformation maligne des cellules et protège

les animaux contre la tumorigénèse après un traitement avec un agent alkylant

[94, 126-128]. L'expression du gène MGMT dans le foie de souris

transgéniques traitées avec une nitrosourée a empêché la formation d'adduits de

méthylguanine [129]. Des souris ayant des cellules thymiques surexprimant le

gène MGMT ont démontré une protection contre le développement de

lymphomes induits par les nitrosourées [130].

u
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0 III. II. IV : CD (cytidine deaminase)

La CD est une enzyme qui catalyze la déamination de la cytidine, de la

désoxycytidine [131, 132] et des analogues de la cytidine, tels les agents

chimiothérapeutiques Ara-C, dFdC et 5-AZA-CdR, ce qui résulte en leur

inactivation [131-135]. Ces analogues de la cytidine causent une

myélosuppression. Cet événement est le facteur limitant pour administrer des

doses élevées d'analogues de la cytidine [136-139].

Une résistance augmentée contre les médicaments Ara-C [132, 140],

dFdC et 5-AZA-CdR [131] a été observée in vitro chez des fibroblastes murins

ayant subi un transfert de l'ADNc de CD. De plus, une transduction de l'ADNc

de ce gène dans des cellules murines de la moelle osseuse a conféré une

protection in vitro contre l'Ara-C [132].

III. II. V : MT (métallothionéines)

III. II. V. I : Biologic moléculaire et biochimie

Les métallothionéines (MT) représentent une famille de protéines

homologues. Chez l'humain, ces protéines sont encodées par 14 gènes situés

sur im locus sur le chromosome 16 [141]. Ces gènes sont classés en quatre

différents groupes (MT-I, MT-II, MT-III, MT-IV) [142-144]. Plusieurs gènes

ont été sequences, et leurs introns et leurs exons ont été identifiés [141, 145] ; la

sequence du gène humain MT-Ia est celle qui nous intéressé présentement.

(J
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gaattcatgc

cagggtcagc
taccaagcgg

ggaggaccta
gaggccgacc

gtggacaggg
ctctgcacac

gacaggagca

gagaggggtg
ccagggtgga
gtaccccggg
ccgtggtccg
gcccagtcca

ggcgcaggcg
ccgctggctg

gcttgggatc
gtaagggatg
ccctaggagt
tagtgctttt
atttcgagag
cggggactgc
acttattggt
agattagctt

cagctggcag
tctcttcctt

atgcaactcc tgcaagaaga

ttggactaca

acatcacatg

taggggggtg
gacaaaagag

cgtgttcccg

acaggcaagg

aaactccgct

ggaggctgtg
gggtggaggc
aggcaacttc

cgtaaactca

cacccagggg

ggtcatcacc

cagggcgggt

ctgggcccta
tccaacctca

ctaggtttct

agaggtgttt
ccactcagcg

gcgagaggac
tagctgagcc
ttttcgggat
catgtgccct
catttgttga
gcaggtggct

gcttcccgcc

aagtcatctc

gccggctagg
cccccacatc

tgttactgtg
cgacagcgag

cgctaccgca

gctgcactca

gaccgaaacg

ggggaaacgg
ctcccgcgtt

agctcagtgg

tcgggcgggg
cctttgc9tc
ccaagccttc

ccgcggctcg
ggtccttagg
tttgagttct
ccttcatcat

tcaggctcat

ccagtactct

taaggacata

gagttggaca

ccaactgctg
cctgcaccfcq

acctccccca

ctttttaggg

ctgtggggag
ctctcaggcg
tacggagtag
gagaaacgaa

cgctccacgc

gacttcggga

ccaaggctgg

gaaaggcgac

agcgggcgcc

actgtgcgcc

cggactcggc

cggccctctt

cacgtgcgcc
aaatqqaccc

tcttgctttt
gatatcccac
cacggagatt
aggagaatgg
tgggtccgag
aatcacatcg
tctgcactac

caggccgagc
gttcccggaa

cgggacctcg
aaagcgggga
ttgcctttct
tgggcggact
tcccctgacc

ttatagcctc
caactqctcc

tagtttaaag

atgccaagac
tatttgcaaa

acgagagtga
ggacctaggt
gtggcggttg
gccgaccggg
tgaaaaccgt

cgcgcgggga
gggacgcccc

gggggtggtc
9ctgcgcaaa
cag-cggggcg
ataaaagcag
tcaacttctt

tgcgccactg
atacctattt

agctaagtgg
ccctagaaca
aattctcctg

gcgcagttcc
agcccatcct

ggagctatct
ttatcttctg
cactggctcc

ccccgccaca

agtcatttat
ttcctattct

ctccatgtca

tgggcggatg
agcctcfcaca

atcaggcctg
tgtaaagttc
tgcaaatgca

ggatagatgt
ttcattgatc

aatgcctccc
cccaggtagt

ggcgacacgg
gatagaagta

gcaatgcact
actgcctttt
aagagtgcaa

gtcagaggca
tcccttccca

gtttcgttct
acatgacacc
tgtccttcta

agataagctt
acagtgcatg
cttctctggg
ccccaggctg

ggaaaccaga

gcaactgatt
taaaatagac

taaggacttt
accccastca

ttcacagaag
ccatcctgaa

ggcagggaag
ctgctcctqc

gtgagtgcgg
gctgggctag
caggatcaga

aaactgaggc
cctcccctaa

ctgcctttcc
accctcactc

ctaagtgtcc
tcccggtcaa
tgccccatqa

ggccatctct

gaggagtagg

gccagatctt

caagagagtg

gtgtgtggtt

agccttctgc

gaaagatcca

tctggggctg

gtctagtctg
gctgtgccaa

aggaactggg

ccaatgatcc

tagacgtgat
caccaaccta

ctggggagcc
caggtctggg
ccacttatct

gggacagagc
acctctcact

gtgtgcccag

gctgagccaa
atttcccaca

ggattcccaa
ccaaacacaa

agccttcctt

gctcagatgg
cccatctccg
ttgggccagg
ctcccttctt

ggctgcatat
gcaaagqqgc atcagagaag tgcagctqct gtgcctgatg
gatatagaaa
ttactgtatt
gctctggttt
attgcattga
aggcctgtta

agcgtgatga
ataaaatcta

aatttcagta
ctggatgtat
accttcaaca

actgatgtga
gaagtttctc

tcaggcaagc

g

gagtgacctg
ttttttaatg
tctttgtgtg
gagtcagaga
aggcaaatca

cagatgatat
ttagtatgac
aatatatgga

attcagactt
ccagccaaga

tacttggtat
cctaggtcat

aaagtgactg

cacaaacttg
aaatatgtga
ccttgaaata

cctgggtgct
ggtactcgcc

aatgccacag
aaaaaaaaac

agacaagata

ggaaacagtt
catccccaca

ctctgagagc
gctgaaatcc

ggggagtggg

gaattttttt
atgataataa
agggaccata
gggaccttgt
tcaggtcagt
gaatctgtca
accaaatcca

ggaaaaataa

cacagactgg
tggaaccatc

tccatgttgt
gttcctcctc

ggaaattacc

tccggacagc
tccatacaac

aagttgctga

caacagagct

gctattatct
ttcttaaata

cagacttaag
ttttttatat
aattacacta

cccca9tatg
agtcttggcc
gacttgtctc

aagtccagcc
caggatcctc

cctgctcgaa
cctgacccat

cttaatgctg

gggatggtgg
tacacactgg

aaaatgtaag

ctttggtaag
tgaacaggac
cacatttgtt
tgggtcacac
tgtccaggtc
tgaatcttcg

cttggttaat
ccagcaagct

0

Source : Richards RI, Heguy A, Karin M (1984) [145] ; numéro d'accession dans
Genbank : K01383.

Figure 8. Sequence complète du gène MT-Ia. Les séquences des trois exons
sont soulignées. L'exon l est situé aux bases 933 à 960, l'exon 2 aux bases 1455
à 1520 et l'exon 3 aux bases 2047 à 2138.
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Chez les mammifères, la plupart des tissus expriment les deux isoformes

MT-I et MT-II [142-144]. Les protéines MT ont un petit poids moléculaire,

entre 6 et 7 kDA. Elles sont riches en cystéines [146, 147] et pauvres en acides

aminés aromatiques et hydrophobiques [148]. Elles sont ubiquitaires et

semblent impliquées dans la réponse cellulaire à l'exposition aux métaux [149-

152]. Elles n'ont pas de fonction enzymatique connue [148].

Dans la cellule, les MT lient les métaux lourds: platiné [153], zinc,

cuivre, cadmium, mercure [146, 148, 154], cobalt, plomb, argent et or [148,

154], par des liens thiolate avec leurs cystéines [148]. Conséquemment, les MT

retiennent des éléments importants au bon fonctionnement de la cellule et

protègent la cellule contre le dommage que causeraient certains de ces métaux

s'ils étaient libres [146]. Elles régulent la concentration intracellulaire d'ions

métalliques libres, détoxifient et séquestrent les radicaux libres [142-144] tel

l'oxyde nitrique [155]. Elles sont aussi impliquées dans le contrôle de

l'embryogenèse, la croissance fœtale, le développement et la differentiation

[142-144].

III. II. V. II : Resistance aux médicaments

Plusieurs expériences suggèrent un rôle potentiel des MT dans la

resistance aux médicaments du groupe platine [156]. Les métallothionéines

peuvent lier intra- et extra-cellulairement le cisplatine avec un lien covalent

[146, 147], encore plus efficacement que la GSH [157]. Une molécule de

métallothionéine peut lier environ 10 molécules de cisplatine [147]. Les

métallothionéines liant le cisplatine l'inactivent par le fait même [158].

u

Des cellules murines Cl 27 transfectées avec le gène MT-IIa ont

démontré une résistance au cisplatine quatre fois plus grande que celle des

cellules contrôles [159]. L'expression de la métallothionéine a été associée avec

la résistance au cisplatine dans certains modèles, mais pas tous [159-161]. Des
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experiences chez les souris et les rats ont démontré qu'une induction de la

synthèse de la métallothionéine par du zinc protégeait la moelle osseuse et les

poumons contre la toxicité du cisplatine [162, 163]. Une expression plus élevée

de métallothionéine a été observée dans des timieurs testiculaires résistantes au

cisplatine [164]. Le cisplatine peut induire l'expression de la métallothionéine

dans plusieurs lignées cellulaires telles des cellules de foie de souris [165] et

certaines lignées cellulaires humaines de carcinome ovarien [161]. De la

resistance a aussi été observée contre d'autres médicaments tels le

cyclophosphamide [166] et le BBN [167].

OBJECTIFS

La chimiothérapie contre le cancer n'est pas toujours efficace. La

myélosuppression, l'effet secondaire principal des médicaments

antinéoplasiques, limite l'administration de doses élevées au patient. C'est le cas

des médicaments du groupe platiné [15, 55], utilisés dans le traitement de

plusieurs types de cancers [8-12, 14].

u

L'objectif à long terme de notre étude est d'élaborer un protocole de

thérapie génique pour protéger les cellules souches hématopoïétiques du patient

contre les effets toxiques des médicaments du groupe platine. Un transfert de

gène ex vivo dans les cellules souches hématopoïétiques suivi d'une greffe

autologue de la moelle osseuse conférerait cette protection. L'hypothèse de

travail est que l'expression élevée du gène MT protégera les cellules normales

du patient contre les effets toxiques des médicaments du groupe platine. Les

objectifs à court terme du projet de maîtrise ont été a) cloner le gène MT dans

un vecteur lentiviral d'expression constitutive et dans un vecteur rétroviral

d'expression dépendante de la tétracycline (système Tet-On) ; b) vérifier la

capacité des plasmides rccombinants de protéger des cellules en culture

(BOSC23, A549 et DA-3) contre les agents du groupe platine.
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MATÉRIEL ET MÉTHODES

I : LIGNÉES CELLULAIRES

Nous avons utilisé les lignées cellulaires suivantes, provenant de

1'ATCC (American Tissue Culture Collection, Manassas, VA) : A549

(carcinome pulmonaire humain) ; DA-3 (carcinome mammaire de souris) ;

BOSC23 (cellules humaines embryonnaires rénales transformées).

Les cellules A549 et DA-3 ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640

(Life Technologies, Gaithersburg, MD), supplémenté avec 10% de sérum de

veau fœtal décomplémenté (Wisent Technologies, St-Bmno, Québec) et l mM

de pyruvate de sodium (Roche Molecular Biochemicals, Lavai, Québec). Les

cellules BOSC23 ont été maintenues dans du milieu Dubelcco modified

essential medium (Life Technologies, Gaithersburg, MD), supplémenté avec

10% de sérum de veau fœtal décomplémenté (Life Technologies, Gaithersburg,

MD). Toutes les cellules ont été cultivées en monocouche dans des flacons de

25 cm2 (Corning, New-York, NY), dans une athmosphère humidifiée, à 37 °C et
à 5% de CÛ2. Les cellules transfectées ont été cultivées dans le même milieu

que les cellules correspondantes non-transfectées, mais leur sérum de veau

foetal (Tet System Approved Fetal Bovine Serum, Clontech, Palo Alto, CA)

n'avait aucune trace de tétracycline ni de ses analogues.

II : CLONAGE ET PLASMIDES

0

II. I : Vecteur lentiviral

Nos travaux ont été effectués avec le gène MT-Ia (désigné dans ce texte

sous le nom de MT), obtenu de E. Parisi (Istituto di Biochimica délie Protéine

ed Enzimolgia, Naples, Italie). Ce gène a été clone dans le vecteur lentiviral

pHR'CMV [65] pour obtenir le vecteur pHR'CMV-MT. Le gène MT a été
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amplifié par PCR avec les amorces SP6 (5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3')

et l'amorce MT1A-R-XHO qui introduisait un site de restriction Xhol

(caractères gras) (5'-ATATATCTCGAGATATCTTCGAGCAGGGCTGT-3').

Les enzymes de restriction utilisées sont Xhol et BamHI (Life Technologies,

Gaithersburg, MD).

5'LTR y PCMV

BamHI

MCS

Xhol

3'LTR

Figure 9. Sequences importantes entre les LTR 5' ET 3' du vecteur lentiviral
pHR'CMV. Ce vecteur est dérivé du VIH. Il contient le signal d'encapsidation
y, un promoteur constitutif CMV et un site multiple de clonage. Le gène MT a
été clone dans le MCS.

IL II : Système Tet-On

Le gène MT et la cassette d'expression IRES-GFP ont été clones dans le

vecteur d'expression rétro viral dépendant de la tétracycline pRev-TRE

(Clontech, Palo Alto, ÇA), pour obtenir le plasmide recombinant pRev-TRE-

MT, qui fait partie du système Tet-On. La cassette d'expression IRES-GFP a été

obtenue de J. Galipeau (Lady Davis Institute, Université McGill, Montréal,

Canada). Elle a été clonée à l'aide des enzymes de restriction Sal l (Amersham

Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Québec) et Cla (New England Biolabs,

Mississauga, Ontario). Le gène MT a été amplifié par PCR avec la trousse

HotStarTaq (Qiagen, Mississauga, Ontario), pour ajouter des sites de restriction

Sal I (souligné) aux deux extrémités du gène MT et un site de restriction Xhol

(caractères gras) à l'extrémité 5' du gène. Les deux amorces pour amplifier le

gène MT sont les suivantes : MT-217 (5'-AAGCGTÇGAÇCTCGAGTACCA-

CCATGGA-3') et MT-218 (5'-ACAGTÇGAÇGGACATCAGGCACAGCAG-

C-3'). Le clonage du gène MT s'est fait à l'aide de l'enzyme de restriction Sal I.

0
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5'LTR <F Hygr TRE

Sail

l^cs 3'LTR

Figure 10. Sequences importantes entre les LTR 5' et 3' du plasmide rétroviral
pRev-TRE. Ce vecteur est dérivé du rétrovims Moîoney murine leukemia virus.
Il comprend le signal d'encapsidation IF, un gène de résistance à l'hygromycine
et un site multiple de clonage sous le contrôle d'un promoteur, le TRE. Ce
promoteur est constitué de sept séquences opératrices de l'opéron Têt, en amont
d'un promoteur minimal CMV. Ce TRE peut être lié par la protéine chimérique
rtTA lorsqu'elle est liée à de la tétracycline ou un de ses analogues, ce qui
active la transcription du gène clone dans le MCS. Le gène MT et la cassette
d'expression IRES-GFP ont été clones dans le MCS.

Le vecteur pRevTet-On (Clontech, Palo Alto, ÇA) a été utilisé tel quel.

5'LTR ¥ Neor PCMVlrtTA 3'LTR

Figure 11. Sequences importantes entre les LTR 5' et 3' du plasmide pRevTet-
On. Il s'agit d'un vecteur rétroviral dérivé du Moloney murine leukemia virus
qui exprime la protéine rtTA. Le signal d'encapsidation Y et un gène de
resistance au G418 sont aussi présents. Le promoteur constitutif stimule la
transcription du gène rtTA.

Nous avons vérifié si le clonage s'était bien déroulé. Les plasmides

pHR'CMV-MT et pRev-TRE-MT ont été digérés par des enzymes de restriction

et la longueur des fragments obtenus a été observée sur gel d'agarose 2%. Les

deux plasmides ont aussi été sequences. Le vecteur lentiviral pHR'CMV-MT a

été sequence par la méthode de terminaison de chaîne avec des ddNTPs

radioactifs (trousse Thermo Sequenase, Amersham Pharmacia Biotech Inc,

Baie d'Urfé, Québec). L'amorce utilisée était MT1A-R-XHO. Le vecteur

rétroviral pRev-TRE-MT a été sequence par la compagnie Sequetech

(Mountain View, ÇA) avec l'amorce MT-240 (5'-ACCAGGACCGATCCAG-

CC-3'), par la méthode de séquençage avec des ddNTPs fluorescents.

(J
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Ill : TRANSFECTIONS ET SELECTIONS

Les transfections stables et transitoires ont été effectuées avec le produit

Superfect Transfection Reagent (Qiagen, Mississauga, Ontario). Les cellules

ayant été transfectées avec un vecteur contenant le gène MT-Ia sont désignées

tout au long de ce texte par le suffixe MT. La sélection des cellules ayant subi

une transfection stable s'est faite durant quatre à six semaines. Tous les clones

obtenus ont été utilisés dans une population mixte.

Les cellules BOSC23 ont été transfectées de façon transitoire avec deux

vecteurs lentiviraux, séparément : le pHR'CMV-LacZ (contrôle négatif) et le

pHR'CMV-MT. Environ 48 heures après les transfections transitoires, les

cellules ont été soumises à un essai clonogénique (expliqué plus loin).

Les cellules A549 et DA-3 ont été transfectées premièrement avec le

plasmide pRevTet-On, qui détient le gène de sélection neor. Nous avons

sélectionné les cellules DA-3 transfectées avec 200 (J.g/ml de G418 (Clontech,

Palo Alto, ÇA) et les cellules A549 transfectées avec 600 |^g/ml de G418. Elles

ont subi ensuite une seconde transfection avec le plasmide pRev-TRE-MT, qui

contient le gène de résistance à l'hygromycine. Les cellules A549 ont été

sélectionnées avec 200 ^ig/ml d'hygromycine B (Sigma, St-Louis, MO), et les

cellules DA-3 avec 100 (J.g/ml d'hygromycine B. La presence de MT dans les

cellules A549 et DA-3 a été vérifiée par PCR avec les amorces MT-217 et MT-

218. L'extraction de l'ADN de ces cellules pour le PCR s'est faite avec la

trousse DNeasy de Qiagen (Mississauga, Ontario).

V : ESSAIS CYTOTOXIQUES

0

V. I : Essai clonogénique

Ce type d'essai est typiquement exécuté pour déterminer un nombre ou

une proportion de cellules encore capables de générer des colonies après une
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exposition aux médicaments. Pour les cellules BOSC23, BOSC23-LacZ et

BOSC23-MT, un million de cellules (dans un millilitre) ont été déposées dans

des puits de 35 millimètres de diamètre (confluence : 30 pour cent). Différentes

quantités de carboplatine ont été ajoutées. Après une incubation de 72 heures, le

milieu contenant les cellules mortes et les médicaments a été aspiré et remplacé

par du milieu frais. Ce remplacement a été répété tous les deux ou trois jours,

jusqu'à l'observation de colonies (environ deux semaines).

Pour les cellules A549, A549-MT, DA3 et DA-3-MT, 100 cellules (dans

un millilitre) ont été mises dans des puits de 16 millimètres de diamètre avec

diverses concentrations de doxycycline et incubées à 37 °C. Environ 24 heures

plus tard, différentes concentrations de cisplatine et de carboplatine ont été

appliquées dans les puits. Chaque concentration était répétée quatre fois par

experience. Après 72 heures d'incubation à 37 °C, le milieu contenant les

médicaments a été aspiré et remplacé par du milieu frais. Lorsque du bleu de

méthylène était appliqué dans les puits, nous pouvions observer à l'œil nu des

colonies après environ 10 jours d'incubation à 37 °C. Une colonie représente

environ 1000 cellules. Le nombre de colonies observées aux concentrations

nulles des médicaments correspondait à 0% de perte de clonogénicité.

0

V. II : Essai d'inhibition de croissance

L'essai de microculture au tétrazolium (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5

diphenyl tetrazolium bromide), ou essai MTT, permet d'évaluer la proportion

de cellules vivantes après une exposition aux médicaments. Cet essai est

colorimétrique : il est basé sur l'habileté des cellules vivantes à réduire le sel

jaune MTT en un précipité pourpre [168]. Nous comparons la croissance des

cellules en présence des médicaments à base de platiné avec la croissance des
cellules en l'absence de ces médicaments.
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0 Les médicaments utilisés, le cisplatine et le carboplatine, ont été

gracieusement donnés par la pharmacie de l'Hôpital Sainte-Justine. Ils ont été

dilués dans une solution PB S à une concentration de l mM et conservés à 4 °C

et à la température de la pièce, respectivement. La doxycycline (Sigma, St-

Louis, MO) a été dissoute dans du PB S ou de l'eau à une concentration stock de

10 mg/ml et des aliquots ont été congelés à -20 °C.

Pour l'essai MTT [168], 50 [il d'une suspension de 40 000 cellules/ml

ont été disposés dans des plateaux de 96 puits, avec diverses concentrations de

doxycycline. De 18 à 20 heures plus tard, ces cellules ont été exposées à 50 [d

de cisplatine ou de carboplatine dissout dans du milieu de culture, de diverses

concentrations, avec les mêmes concentrations de doxycycline que la veille.

Chaque concentration était représentée huit fois sur les cellules. Après une

incubation à37 °C de 96 heures, 20 [i\ d'une solution MTT (Sigma, St-Louis,

MO) de 2.5 mg/ml ont été ajoutés. Les cellules encore vivantes possèdent une

déhydrogénase mitochondriale qui transforme le MTT, un sel de tétrazolium

jaune, en un cristal de formazan pourpre. Une solution tampon dissolvante de

ce cristal a été ajoutée après quatre heures d'incubation à 37 °C. Après une

incubation à 37 °C jusqu'au lendemain, les plaques ont été lues par un lecteur

ELISA (absorbance : 570 nm ; référence : 630 nm) qui détermine une

absorbance proportionelle au nombre de cellules encore vivantes. L'absorbance

obtenue pour les cellules exposées à une concentration nulle représente 0% de

mort cellulaire.

0

VI : RT-PCR SEMI-QUANTITATIF

La quantité relative d'ARN messager du gène MT produite par les

cellules après différents temps d'exposition à la doxycycline a été étudiée. Les

cellules A549-MT et DA-3-MT ont été exposées durant différents temps à une

concentration de doxycycline de l fJ,g/ml : 0, 24, 48, et 72 heures. L'ARN total
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n de ces cellules et aussi des cellules A549 et DA-3 a été isolé avec la trousse

RNeasy de Qiagen (Mississauga, Ontario). L'ARN total a ensuite été mis en

contact avec de la DNase l (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie d'Urfé,

Québec), au cours d'une incubation de 30 à 40 minutes à 37 °C, pour empêcher

une contamination par l'ADN génomique. Nous avons ensuite inactive la

DNase I par une incubation à 75 °C de trois à cinq minutes. La transcription

inverse s'est faite avec la trousse Omniscript Reverse Transcriptase Kit (Qiagen,

Mississauga, Ontario), en utilisant des hexamères (Roche Molecular

Biochemicals, Lavai, Québec) en tant qu'amorces.

Un PCR a ensuite été effectué sur la maù-ice de l'ADNc pour amplifier

certains gènes. Pour les cellules A549 et A549-MT, nous avons amplifié par

PCR le gène MT et le gène de la microglobuline comme contrôle interne. Les

amorces pour le gène MT sont MT-217 et MT-218 ; la grandeur du fragment

obtenu est de 223 paires de bases. Les amorces pour le gène microglobuline

sont RLM-23 (5'-CTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGG-3') et RLM-24 (5'-GC-

TTACATGTCTCGATCCCACTTAA-3') ; la grandeur du fragment obtenu est

de 335 paires de bases. Pour les cellules DA-3 et DA-3-MT, le PCR a été utilisé

pour amplifier le gène MT et le gène GPDH (contrôle interne). Nous avons

choisi les amorces MT-217 et le MT-218 (gène MT) et GPDH-264 (5'-

CATGTTCCAGTATGACTCCAC-3') et GPDH-265 (5'-ACTCCACGACAT-

ACTCAGCA-3') (gène GPDH, 158 paires de bases).

u

Les fragments obtenus ont été analysés par électrophorèse sur un gel

d'agarose 2% et détectés avec du Gel Star (BioWhittaker Molecular

Applications, Rockland, ME). Pour évaluer les quantités relatives d'ARN du

transgène MT, nous avons d'abord établi les contrôles internes à une même

intensité sur le gel d'agarose. La quantité d'ADNc utilisée pour amplifier le gène

MT est la même que celle utilisée pour les contrôles internes. Les comparaisons
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d'intensité ont été réalisées dans la phase exponentielle de l'amplification par
PCR.

0

VII : ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats des essais cytotoxiques et des essais clonogéniques sur les

cellules A549, A549-MT, DA-3 et DA-3-MT ont été compilés à l'aide du

programme informatique SPSS, version 10.0 pour Windows (SPSS Inc.,

Chicago, IL). La valeur de P correspondant à la comparaison de la

clonogénicité selon différentes conditions expérimentales a été calculée en

effectuant une régression linéaire.
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RÉSULTATS

I : LENTIVIRUS

1.1 : Plasmides

Afin d'obtenir une preuve que le transgène MT avait réellement im effet

protecteur potentiel contre les médicaments du groupe platine, nous avons

choisi de cloner le gène MT dans un vecteur lentiviral d'expression constitutive,

puis de le transfecter de façon transitoire dans des cellules BOSC23. La

transfection transitoire permet, en plus de vérifier si le vecteur lentiviral

contenant le gène MT est fonctioimel, d'évaluer plus facilement et plus

rapidement l'effet du transgène que la transfection stable. En effet, plusieurs

copies du transgène entrent dans la cellule transfectée transitoirement,

occasionnant une grande expression du transgène dans cette cellule,

contrairement aux transfections stables qui permettent habituellement l'insertion
d'une seule copie du transgène par cellule.

Le vecteur lentiviral utilisé dans nos expériences était dérivé du VIH.

Pour préparer des lentivirus, nous avions besoin d'une lignée cellulaire
d'encapsidation particulière, qui n'aurait causé aucun risque de produire des
particules virales de type sauvage, et de deux autres plasmides (co-transfection).
Cette lignée cellulaire ne nous était pas disponible à ce moment et nous avons

donc procédé à des transfections transitoires avec un plasmide seulement.

u

Nous avons clone le gène MT dans le plasmide pHR'CMV-LacZ pour

obtenir la construction pHR'CMV-MT. Pour vérifier si le clonage avait bien été

effectué, l'ADNc du gène entier a été sequence et concordait avec sa version

originale. Les deux plasmides ont été transfectés séparément de façon
transitoire dans des cellules BOSC23.
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ACCACC

MNPNC SCATG
ATG GAT CCC AAC TGC TCC TGC GCC ACT GGT

GSCSCTGSCK
GGC TCC TGC TCC TGC ACT GGC TCC TGC AAA

CKECKCNSCK
TGC AAA GAG TGC AAA TGC AAC TCC TGC AAG

KSCCSCCPMS
AAG AGC TGC TGC TCC TGC TGC CGC ATG AGC

CAKCAKGCIC
TGT GCC AAG TGT GCC AAG CGC TGC ATC TGC

KGASEKCSCC
AAA GGG GCA TCA GAG AAG TGC AGC TGC TGT

A
181 GCC TGA TGTCCGGACAGCCCTGCTCGAAGATAT

Figure 12. Sequence de l'ADNc et séquence prédite des acides aminés du gène
MT. Les nucléotides des régions 5' et 3' non-traduites sont écrits en caractères
plus petits. Les nucléotides sont numérotés à partir du premier nucléotide dans
la région traduite. Les 20 cystéines, éléments importants pour lier les métaux
lourds, sont indiquées en caractères gras.

I. II : Essai clonogénique

Nous avons soumis les cellules BOSC23, BOSC23-LacZ et BOSC23-

MT transfectées transitoirement à un essai clonogénique pour détenniner si

l'expression du gène MT pouvait protéger la clonogénicité de cellules en culture

contre la carboplatine. Le tableau l indique que les cellules BOSC23-MT (non-

donees) étaient plus résistantes que les cellules n'ayant pas été transfectées avec

ce gène, aux concentrations de 200 et 600 p,M de carboplatine. De plus, les

colonies de cellules BOSC23-MT observées étaient plus grosses que les

colonies de cellules BOSC23 et BOSC23-LacZ. La figure 12 présente des

photos de colonies observées à 600 ^iM.
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0 TABLEAU I : COLONIES DÉVELOPPÉES APRÈS
UNE EXPOSITION AU CARBOPLATINE1

Concentration (f^M) BOSC23 BOSC23-LacZ BOSC23-MT

20

200

600

2000

90%

28

0

0

80%

3

0

0

90%

255

80

0

n=l

Il n'était pas possible d'évaluer, à la concentration de 20 [iM, le nombre de
colonies car la confluence était trop forte. Le pourcentage de confluence a donc
été estimé. Aux autres concentrations, le nombre de colonies observées dans les
puits est indiqué.

s

1

BOSC23-MT BOSC23-LacZ

Figure 13. Photos de colonies observées à 600 (J-M lors d'un essai clonogénique
sur les cellules BOSC23, BOSC23-LacZ et BOSC23-MT. Les cellules
BOSC23, BOSC23-LacZ et BOSC-MT ont été exposées durant 72 heures à
diverses concentrations de carboplatine, puis incubées à 37 °C pour deux
semaines. A une concentration de 600 p,M de carboplatine, les cellules
BOSC23-LacZ étaient toutes mortes (photo de droite). Les cellules BOSC23-
MT ont développé 80 colonies (photo de gauche : pour plus de clarté dans
1 illustration, trois de ces colonies seulement sont présentées).

0



36

n
II : SYSTEME RÉTROVIRAL TET-ON

II. I : Plasmides

Nous avons ensuite voulu déterminer le potentiel du transgène MT de

protéger des cellules contre les effets du cisplatine ou du carboplatine dans un

contexte de thérapie génique, en l'occurrence celui du système Tet-On. Nous

avons clone le gène MT et la cassette d'expression IRES-GFP dans le vecteur

pRev-TRE. Le clonage du gène MT a été confirmé par séquençage ; le

chromatogramme de la séquence est présenté en annexe. Nous avons ensuite

transfecté séquentiellement et de façon stable les deux vecteurs rétroviraux dans

des lignées cellulaires. Si les résultats des essais cytotoxiques subséquents

avaient été encourageants, nous aurions ensuite procédé à des transductions.

Nous avons choisi la transfection stable comme première étape, car celle-ci est

plus simple, plus facile et plus rapide qu'une transduction. Il est difficile

d'optimiser les conditions de la transduction rétrovirale ; le titre du virus et le

niveau d'expression sont bas [64].

Nous n'avions pas l'intention d'effectuer des infections de cellules avec

des rétrovirus. L'infection consiste en l'utilisation d'une particule virale capable

de se répliquer dans une cellule cible. Les rétrovirus que nous avions prévu

préparer auraient été incapables de se répliquer, donc la transduction (et non

l'infection) des cellules aurait été possible seulement.

Le plasmide pRevTet-On a été transfecté de façon stable dans les

cellules A549 et DA-3. Après une sélection au G418, les cellules ont subi une

autre transfection stable avec le plasmide pRev-TRE-MT. Ces cellules ont

ensuite été sélectionnées à l'hygromycine B. La présence du transgène MT dans

ces cellules a été vérifiée par PCR.

u
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II. II : RT-PCR semi-quantitatif

Pour vérifier si le système Tet-On fonctionnait dans les cellules utilisées

après les transfections, les cellules DA-3-MT et A549-MT ont été soumises à

un traitement de l (J.g/ml de doxycycline, pour différentes longueurs de temps.

L'ARN messager du transgène MT de ces cellules a été comparé à celui des

cellules correspondantes non-transfectées, à l'aide de la méthode de RT-PCR
semi-quantitatif.

La figure 13 indique que pour les cellules A549-MT, il y a une

induction similaire de la synthèse d'ARN messager du transgène MT à 24,48 et

72 heures d'exposition à la doxycycline. En effet, une bande d'intensité

semblable est visible pour ces trois différents temps d'exposition, alors que nous

ne décelons aucun signal pour les cellules A549 et A549-MT n'ayant pas été en
presence de doxycycline.
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Figure 14. Analyse par RT-PCR semi-quantitatif de 1'activation de 1'expression
du transgène MT par la doxycycline, sur les cellules A549 et A549-MT. L'ARN
total des cellules A549 et A549-MT après 0, 24, 48 et 72 heures de traitement à
l^ig/ml de doxycycline a été isolé. De l'ADNc a été produit à l'aide d'une
reaction de transcriptase inverse. Un PCR a été effectué sur l'ADNc obtenu,
avec des amorces spécifiques pour le transgène MT et le gène microglobuline.
L'ADNc amplifié est présenté sur un gel d'agarose. L'ARN messager du
transgène MT est produit en quantité comparable dans les cellules transfectées à
24, 48 et 72 heures, alors qu'il est non-détectable chez les cellules A549 et
A549-MT non-exposées à la doxycycline.

Nous constatons, pour 24 heures d'exposition à la doxycycline, une
augmentation de l'induction de la synthèse d'ARN messager du transgène MT
pour les cellules DA-3-MT. Effectivement, sur la figure 14, pour les cellules
DA-3-MT ayant été en contact avec de la doxycycline durant 24 heures, une
bande de forte intensité se distingue des autres bandes ; 48 et 72 heures
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d'exposition à la doxycycline induisent moins la synthèse d'ARN messager que

24 heures d'exposition. De l'ARN messager est aussi produit par les cellules

DA-3-MT n'ayant pas été stimulées par de la doxycycline. L'intensité de la

bande observée pour ces cellules est analogue aux bandes observées pour 48 et

72 heiires d'exposition à la doxycycline.
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Figure 15. Analyse par RT-PCR semi-quantitatif de 1'activation de 1'expression
du transgène MT par la doxycycline, sur les cellules DA-3 et DA-3-MT.
L'ARN total des cellules DA-3 et DA-3-MT après 0, 24, 48 et 72 heures de
traitement à l ^ig/ml de doxycycline a été isolé. Nous avons ensuite effectué
une transcription inverse de l'ARN total. Un PCR sur l'ADNc obtenu a été
réalisé avec des amorces spéciïïques pour le transgène MT et GPDH. L'ADNc
amplifié est présenté sur un gel d'agarose. Une augmentation d'ARN messager
du transgène MT est visible surtout à 24 heures mais aussi de façon moins
importante aux autres temps dans les cellules DA-3-MT. L'ARN messager n'est
pas observable dans les cellules DA-3 non-exposées à la doxycycline.



40

0
II. Ill : Essais clonogéniques

Nous avons soumis les cellules A549, A549-MT, DA-3 et DA-3-MT à

des essais clonogéniques, afin d'observer si les cellules transfectées

démontraient une plus haute clonogénicité que les cellules non-transfectées,

lors d'une exposition au cisplatine et au carboplatine. Afin d'induire la synthèse

du transgène MT, nous avons ajouté de la doxycycline aux cellules transfectées

avant leur exposition aux médicaments à base de platine. Plusieurs conditions

d'induction ont été essayées, pour déterminer si une circonstance était meilleure

qu'une autre.

Les résultats concernant la capacité des cellules de générer des colonies

après une exposition à un médicament à base de platine sont présentés dans les

tableaux II, III, IV et V. Les temps d'exposition des cellules à la doxycycline

avant l'addition des médicaments et la concentration de doxycycline y sont

indiqués. Les données des tableaux représentent des valeurs moyennes ± SD.

Le tableau II indique que le carboplatine semble empêcher similairement ou

plus fortement la formation de colonies des cellules A549-MT, induites ou non

par la doxycycline, par rapport aux cellules contrôles A549. Le tableau III

démontre que le cisplatine, sur le même type de cellules, a un effet analogue à

celui du carboplatine. Quant aux cellules DA-3-MT, comparativement aux

cellules contrôles DA-3, elles semblent plus sensibles à l'influence du

carboplatine et du cisplatine, tel que montré dans les tableau IV et V,

respectivement.

0
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TABLEAU II : EFFET DU CARBOPLATINE SUR LA

CLONOGÉNICITÉ DES CELLULES A549 ET A549-MT

Carboplatine

0

2

4

10

20

Perte de clonogénicité (%)

pl

A549 A549-MT A549-MT A549-MT A549-MT
(Réf) Dox l ^ig/ml Dox l p-g/ml Dox 3 ^ig/ml

24 h 48 h 24 h
0 0000"

10.0 ±3.3 15.3 ±12.5 16.5 ±15.5 47.6 ±54.5 10.2 ±7.1

12.0 ±6.1 29.9 ±13.4 27.7 ±7.2 22.5 ± 6.0 33.8 ±20.2

36.2 ±12.5 92.0 ±3.2 94.9 ±2.3 89.4 ±4.5 97.5 ±3.6

94.0 ±3.3 99.9 ±0.3 99.7 ±0.5 100 ±0 100^0

<-0005 <-0005 <.0005 <.0005

n =2-4
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes A549-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de carboplatine.

TABLEAU III : EFFET DU CISPLATINE SUR LA
CLONOGÉNICITÉ DES CELLULES A549 ET A549-MT

Cisplatine

^

0.1

l

3

4

p'

Perte de clonogénicité (%)

A549 A549-MT A549-MT À549-MT A5^
(Réf) Dox l |ig/ml Dox l |^g/ml Dox 3 [ig/mï.

24 h 48 h 24 h
0

12.0 ±8.0

0 0 0 0

9.58 ±6.78 20.0 ±16.2 9.57 ±5.28 1.65 ±22.3

16.7 ±12.3 34.3 ±10.4 69.5 ± 27.3 31.3 ±3.5 47.6 ±22.3

55.9 ±12.0 94.2 ±4.9 99.1 ± 1.3 89.6 ±8.4 95.1 ±2.4

77.0 ±10.7 99.0 ±1.4 100 ±0 98.3 ±2.5 100 ±0

<.0005 <.0005 <-0005 <.0005

n =2-4
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes A549-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de cisplatine.

0
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TABLEAU IV : EFFET DU CARBOPLATINE SUR LA
CLONOGÈNICITÉ DES CELLULES DA-3 ET DA-3-MT

Perte de clonogénicité (%)
Carbophtine p^DA-3-MT DA-3-MT DA-3-MT DA-3-MT

(Réf) Dox l tig/ml Dox l p.g/ml Dox 3 ^ig/ml
24 h 48 h 24 h

0

2.5

5

10

20

pl

0 00 0 0^

10.3±1.4 91.6±8.3 91.1±3.8 50.8±49.4 85.8±17.4

34.1 ±18.7 99.1 ±1.1 100 ±0 63.7 ±50.6 100 ±0

80.7 ±5.2 99.3 ±1.3 100 ±0 99.3 ± 0.0 98.0 ±2.9

98.4 ±0.9 100 ±0 100 ±0 100 ±0 99.0 ±1.4

<.0005 <-0005 <.0005 <.0005

n=2-T
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes DA-3-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de carboplatine.

TABLEAU V : EFFET DU CISPLATINE SUR LA
CLONOGÉNICITÉ DES CELLULES DA-3 ET DA-3-MT

Cisplatine

^

0.1

0.3

0.6

l

Perte de clonogénicité (%)
DA-3 DA-3-MT DA-3-MT DÂ-3-MT DÀ-3-MT
(Réf) Dox l fig/ml Dox l f^g/ml Dox 3 |^g/ml

24 h 48 h 24 h
0

11.9±4.3

31.6±7.6

49.6 ±5.5

58.2 ±6.0

pl

0

45.3 ±29.1

95.8 ±3.7

99.8 ±0.3

99.8 ±0.3

<.0005

0

36.7 ±7.4

96.3 ±2.1

99.8 ±0.4

98.7 ±1.2

<.0005

0

11.2±15.8

45.2 ±57.5

62.2 ±53.5

54.3 ± 62.7

<.0005

0

26.6 ±28.8

98.4 ±2.3

100 ±0

100 ±0

<.0005

n =2-3
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes DA-3-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de cisplatine.

La figure 15 illustre un résultat particulier, mais qui représente la

situation générale observée dans les tableaux II à V. Il s'agit de la comparaison
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d'une courbe de perte de clonogénicité des cellules DA-3 et DA-3-MT (24

heures d'exposition à l f^g/ml de doxycycline, avant l'ajout des médicaments).

Les données des tableaux représentent des valeurs moyennes ± SD. Les cellules

DA-3-MT ont une perte de clonogénicité plus prononcée que les cellules DA-3
sous 1'influence du cisplatine.

100.00-

9
:s 75.00-

A.a

^
§
s 50.00-
u

^

l •A

o-i
25.00 -^

0.00-

DA-3
DA-3-MT
(l ug/ml Dox, 24 h)

0.00 0.25 0.50 0.75

Concentration de cisplatine (uM)

1.00

Figure 16. Effet du cisplatine sur la clonogénicité des cellules DA-3 et DA-3-
MT. Nous avons exposé ces cellules à différentes concentrations de cisplatine
durant 72 heures. Les colonies développées ont été comptées après leur
développement. Les cellules DA-3-MT ont été stimulées avec l p-g/ml de
doxycycline 24 heures avant l'exposition au cisplatine. Ces cellules ont une
clonogénicité réduite comparativement aux cellules DA-3. Cette situation est
representative de la plupart des essais clonogéniques effectués. Dans d'autres
cas, la clonogénicité des cellules transfectées était similaire à celle des cellules
non-transfectées.

0

Les cellules A549 et DA-3 transfectées avec le gène MT ne semblent

pas être plus résistantes au cisplatine ni au carboplatine en terme de
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0 clonogénicité. Dans la plupart des cas, elles semblent même y être plus

sensibles.

VI : Essais d'inhibition de croissance

Les cellules A-549, A549-MT, DA-3 et DA-3-MT ont été soumises à

des essais MTT (essais d'inhibition de croissance) avec le cisplatine et le

carboplatine, dans le but d'estimer le pourcentage de cellules mortes après une

exposition à ces médicaments. Nous avons traité les cellules transfectées avec

des concentrations différentes de doxycycline, 24 heures avant leur exposition

aux médicaments à base de platine.

Les tableaux VI, VII, VIII et IX comprennent les résultats obtenus. Le

tableau VI indique que la mortalité des cellules A549-MT, induites ou non par

la doxycycline, est similaire ou légèrement supérieure à celle des cellules A549

sous l'action du carboplatine. On observe le même événement lorsque le même

type de cellules se retrouve en présence du cisplatine, tel que démontré dans le

tableau VII. Les cellules DA-3-MT meurent en plus grande proportion que les

cellules DA-3 en conséquence d'une exposition au carboplatine, coinme le

prouve le tableau VIII. On peut voir le même phénomène avec l'ajout de

cisplatine sur les mêmes catégories de cellules, tel qu'indiqué dans le tableau

IX.

u
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TABLEAU VI : EFFET DU CARBOPLATINE SUR LA

MORTALITÉ DES CELLULES A549 ET A549-MT

Carboplatine
(^M)

Mort cellulaire (%)

A549
(Réf)

A549-MT A549-MT
DoxlOng/ml

A549-MT
Dox l p.g/ml

0

75

100

150

200

pl

0

18.5 ±8.2

31.l ±24.3

54.8 ±34.6

89.7 ±16.5

0

26.9 ±20.8

38.0 ±27.4

67.2 ±37.7

94.0 ±10.5

<-0005

0

21.8 ±10.5

35.3 ±22.4

59.2 ±39.0

89.4 ±18.4

<.0005

0

40.3 ±26.6

51.8±34.1

72.9 ±42.1

88.7 ±19.6

<.0005

n=3
lValeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes A549-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de carboplatine.

Cisplatine
(^M)

TABLEAU VII : EFFET DU CISPLATINE SUR LA
MORTALITÉ DES CELLULES A549 ET A549-MT

Mort cellulaire (%)

A549
(Réf)

A549-MT A549-MT
Dox lOng/ml

A549-MT
Dox l |J.g/ml

0

l

5

10

20

30

pl

0

8.77 ±7.84

11.l ±1.5

27.1 ±11.9

51.3±21.8

66.3 ±21.8

0

5.83 ±5.09

28.2 ±6.7

42.7 ±5.2

65.7 ±8.8

84.7 ±0.6

<.0005

0

7.61 ±7.41

20.4 ±2. l

31.8±8.2

57.4 ±8.2

75.6 ±3.7

<.0005

0

5.65 ±5.19

26.1 ±8.9

38.7 ±13.6

65.5 ±16.8

82.9 ±11.3

<.0005

n -3
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes A549-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de cisplatine.

0
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TABLEAU VIII : EFFET DU CARBOPLATINE SUR LA

MORTALITÉ DES CELLULES DA-3 ET DA-3-MT

Carboplatine
(^M)

Mort cellulaire (%)
DA-3
(Réf)

DA-3-MT DA-3-MT
DoxlOng/ml

DA-3-MT
Dox l p.g/ml

0

20

30

40

50

p'

0

6.12 ±6.94

10.8 ±8.7

9.72 ±10.88

21.5 ±8.2

0

95.8 ±3.8

99.5 ±1.0

100 ±0

100 ±0

<.0005

0

96.3 ±2.9

100 ±0

100 ±0

100 ±0

<.0005

0

95.9 ±3.5

99.6 ±0.8

99.7 ±0.6

99.9 ±0.2

<.0005

n=4
Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes DA-3-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de carboplatine.

TABLEAU IX : EFFET DU CISPLATINE SUR LA
MORTALITÉ DES CELLULES DA-3 ET DA-3-MT

Cisplatine
(^M)

Mort cellulaire (%)
DA-3
(Réf)

DA-3-MT DA-3-MT
Dox 10 ng/ml

DA-3-MT
Dox l fig/ml

0

l

5

8

10

p'

0

5.75 ±4.08

11.8±6.5

16.1 ±17.0

30.6 ±20.5

0

69.1 ±21.7

95.6:t:4.6

99.9 ± 0.2

99.8 ±0.2

<.0005

0

71.9 ±20.7

94.9 ±5.2

98.6 ±0.5

99.5 ±1.1

<.0005

0

70.4 ±20.6

94.3 ± 6.0

99.7 ±0.7

99.6 ±0.9

<.0005

n 4

Valeurs de P pour les comparaisons de chacun des groupes DA-3-MT versus
le groupe de référence, dans un modèle incluant la dose de cisplatine.

0

La figure 16 illustre un cas particulier, représentatif de la situation

générale. Il s'agit de la comparaison d'une courbe de mortalité des cellules DA-
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3 et DA-3-MT (l |^g/ml de doxycycline, 24 heures avant l'ajout du cisplatine).

Les cellules DA-3-MT meurent plus que les cellules DA-3 lorsqu'elles sont en
contact avec du cisplatine.
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Figure 17. Effet du cisplatine sur la mortalité des cellules DA-3 et DA-3-MT.
Ces cellules ont été exposées à différentes concentrations de cisplatine durant
96 heures. Le pourcentage de cellules encore vivantes a été calculé à partir
d'une absorbance. Les cellules DA-3-MT ont été stimulées avec l |j.g/ml de
doxycycline 24 heures avant l'exposition au cisplatine. Ces cellules ont une
mortalité plus élevée comparativement aux cellules DA-3. Cette situation
représente la plupart des essais MTT effectués. Dans d'autres cas cependant, la
clonogénicité des cellules transfectées était similaire à celle des cellules non-
transfectées.

Les cellules transfectées DA-3-MT et A549-MT ne semblent pas être

plus résistantes que les cellules non-transfectées en ce qui concerne leur survie

face au cisplatine et au carboplatine. Elles semblent plutôt, dans la majorité des
cas, moins résistantes.

0
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DISCUSSION

Nous avons clone le gène MT dans un vecteur lentiviral pHR'CMV qui

exprime de façon constitutive le transgène grâce à son promoteur CMV. Une

transfection transitoire de ce plasmide recombinant a été effectuée, dans le but

d'évaluer si ce dernier était fonctionnel et de détenniner le potentiel de

protection du gène MT contre les médicaments du groupe platine. Le même

gène a également été clone dans un vecteur rétroviral, pRevTRE, se rapportant

au système Tet-On. Une transfection stable, au lieu d'une transduction, de ces

plasmides recombinants dans des cellules en culture a été exécutée ; cette

méthode est plus simple, plus facile et plus rapide que la transduction. Nous

avons ensuite observé si les cellules transfectées avec le gène MT démontraient

plus de résistance face aux médicaments du groupe platine. Dans le contexte de

l'obtention de résultats encourageants avec le système Tet-On, nous aurions

poursuivi nos investigations avec des transductions.

Les plasmides lentiviraux pHR'CMV-LacZ et pHR'CMV-MT ont été

transfectés séparément et transitoirement dans les cellules BOSC23. Nous

avons choisi ces cellules hôtes pour la transfection des plasmides à cause de

leur haute capacité de transfection (environ 50 pour cent). Les transfections

transitoires, comparativement aux transfections stables et aux transductions,

permettent d'étudier plus facilement les caractéristiques de la protéine exprimée

par le transgène. Plusieurs copies s'introduisent dans la cellule et il y a une forte

expression du transgène.

0

Nous avons effectué un essai clonogénique sur les cellules BOSC23

transfectées et non-transfectées pour comparer leur capacité de générer des

clones après une exposition au carboplatine. Les cellules BOSC23-MT,

comparativement aux cellules contrôles BOSC23 et BOSC23-LacZ, sont plus

résistantes au carboplatine aux concentrations de 200 (iM et 600 |J,M. En effet,

les cellules BOSC23-MT ont produit plus de colonies à ces concentrations. Ces
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colonies étaient plus grandes que celles formées par les cellules BOSC23 et

BOSC23-LacZ. Cependant, aucune résistance n'a été observée à la

concentration de 2000 (iM.

Ces observations soutiennent qu'il peut exister une implication de la

métallothionéine dans le mécanisme de résistance des cellules cancéreuses

contre les médicaments à base de platine, ce qui était déjà établi [93, 144, 146,

155-162, 164]. Cependant, cette résistance est moindre que celle que nous

attendions : il n'y avait pas de colonie développée par les cellules BOSC23-MT

à 2000 ^M.

Quelques hypothèses peuvent expliquer ce résultat. Plusieurs processus

de résistance développés par les cellules relativement aux médicaments à base

de platine ont déjà été énumérés [7, 15, 4l, 44-51]. Le phénomène de la

resistance est multifactoriel [7]. Il est possible que la métallothionéine ne

représente qu'un seul des facteurs impliqués dans la résistance et qu'elle n'ait

pas à elle seule un impact assez puissant contre ces médicaments. Pour être plus

résistante, une cellule cancéreuse doit peut-être posséder des mécanismes de

resistance supplémentaires, telle une augmentation de la réparation de l'ADN.

0

Une autre hypothèse est basée sur le fait qu'il y ait plusieurs isoformes

de la métallothionéine [142-144], qui diffèrent les unes des autres

principalement par la location des cystéines [169]. Il est difficile de clarifier

laquelle des isoformes présente une expression augmentée dans des cellules

résistantes aux médicaments antinéoplasiques à base de platine [170]. Nous

avons choisi d'utiliser l'isoforme MT-Ia pour une raison pratique et technique :

l'ADNc du gène MT-Ia nous était facilement accessible. Il est possible qu'une

autre isoforme soit responsable d'une plus forte résistance que celle causée par
MT-Ia.
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Il est probable que la synthèse de la métallothionéine entraîne un

déséquilibre dans la cellule et déclenche un mécanisme de compensation.

L'action de la métallothionéine est peut-être contrée partiellement par un
mécanisme inconnu.

Une équipe [171] a récemment publié des résultats d'expériences in

vitro différents de ceux in vivo. Des cellules transfectées avec le gène MT-I

n'ont pas démontré de résistance in vitro contre le cisplatine. Cependant, des

cellules cancéreuses contenant le transgène MT-I injectées dans des souris ont

démontré de la résistance au cisplatine. Les chercheurs concluent que la

resistance causée par la métallothionéine, déterminée in vitro, peut sous-

représenter la situation in vivo. La résistance engendrée par le transgène MT

serait possiblement plus élevée in vivo que celle que nous avons observée in
vitro.

0

Les plasmides rétroviraux pRevTet-On et pRevTRE-MT, participants

du système Tet-On, ont été transfectés l'un à la suite de l'autre de façon stable
dans les cellules murines DA-3 et les cellules humaines A549. La transfection

en série, au lieu d'une co-transfection, prévient l'intégration des deux plasmides
au même endroit dans le génome. Ceci aurait occasionné un crosstalk entre les

promoteurs des deux plasmides et, conséquemment, un bruit de fond.

Une transfection stable de ces plasmides, au lieu d'une transfection
transitoire, imitait les conditions de la thérapie génique : les vecteurs se sont

intégrés dans le génome et il n'existe qu'une copie du transgène par cellule. De
plus, la doxycycline est plus simple à utiliser sur une lignée cellulaire
transfectée de façon stable avec deux plasmides. Les clones obtenus après les
transfections ont tous été recueillis ensemble, au lieu d'identifier un clone

particulier ayant un maximum d'induction et un minimum de bruit de fond. La
raison est qu'éventuellement, en thérapie génique, toutes les cellules transduites
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seront réintégrées dans le corps du patient. Nous avons vérifié, par RT-PCR

semi-quantitatif, le bon fonctionnement du système Tet-On chez les cellules

A549 et DA-3 ; l ^ig/ml de doxycycline induit une transcription du transgène

MT dès 24 heures d'incubation, plus importante que lorsqu'il n'y a pas de

doxycycline présente. Il est à noter que le RT-PCR a été effectué sur une

population de cellules et non sur des cellules individuelles.

Les résultats des essais clonogéniques (tableaux II à V et figure 15)

démontrent que les cellules DA-3 et A549 transfectées avec le gène MT tendent

généralement moins à produire des clones que les cellules contrôles, après une

exposition au cisplatine ou au carboplatine. Cette situation est vraie même pour

les cellules DA-3-MT et A549-MT qui n'ont pas été exposées à de la
doxycycline.

Les essais MTT (tableaux VI à IX et figure 16) visaient à comparer les

pourcentages de cellules encore vivantes après une exposition aux

médicaments. Les cellules DA-3-MT et A549-MT, induites ou non par de la

doxycycline, tendent à de rares exceptions près à mourir en plus grand nombre

que les cellules de référence. Lorsque ceci n'est pas le cas, les cellules
transfectées ont une mortalité similaire à celle des cellules contrôles.

0

Ces résultats sont contraires à nos attentes : nous nous attendions à ce

que le gène MT protège les cellules A549 et DA-3. Selon ces observations, le
transgène MT utilisé avec le système Tet-On dans le contexte d'une transfection
stable ne convient pas pour une thérapie génique.

L'absence de protection des cellules par le gène MT peut être expliquée

par les mêmes hypothèses énumérées ci-dessus. Cependant, d'autres
suppositions peuvent être émises pour expliquer le fait que la plupart des
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cellules transfectées perdent leur capacité de produire des colonies et meurent
en plus grand nombre.

Plausiblement, les cellules DA-3 et A549 sont devenues plus

vulnérables à n'importe quel stress supplémentaire, telle l'exposition à des

médicaments antinéoplasiques. Le fait que deux plasmides aient été transfectés

dans ces cellules peut avoir dérangé l'équilibre biochimique, génomique ou

chromatidique. Par exemple, la capacité de réparer l'ADN ou les mécanismes de

transport des médicaments à base de platine sont peut-être affectés. En outre,

l'expression de la protéine exogène rtTA, par le plasmide pRevTet-On, peut être

toxique. Elle peut même inhiber la croissance [83]. Il est possible que ces

situations s'appliquent aux cellules A549-MT et DA-3-MT ; leur seuil de

toxicité tolerable serait atteint plus rapidement après une exposition aux

médicaments du groupe platine.

D'autre part, l'expression de la métallothionéine n'est possiblement pas

assez forte lorsqu'elle est sous le contrôle du promoteur dépendant de la

doxycycline. Une expression constitutive de cette protéine est peut-être

nécessaire pour qu'il y ait de la résistance.

0

L'induction de la transcription du transgène MT par la doxycycline

n'apporte aucun changement aux cellules transfectées en terme de clonogénicité

et de mortalité face aux médicaments du groupe platine, si on les compare aux

cellules transfectées non-induites : elles sont similairement sensibles aux effets

du carboplatine et du cisplatine. L'expression basale du transgène semble moins

importante que lorsqu'il y a une stimulation par la doxycycline, mais il n'est pas

impossible qu'elle soit quand même assez élevée. En effet, un des désavantages
du système Tet-On est la possibilité d'une induction basale importante [83]. Si

c'était le cas, cela empêcherait l'observation d'un nouveau phénotype lors d'une

induction à la doxycycline. Cependant, nous croyons que la mortalité plus
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élevée des cellules transfectées avec le transgène MT (induites ou non) n'est pas
due à ce dernier, mais aux autres facteurs énumérés ci-dessus.

Nous concluons que le gène MT dans le contexte d'un vecteur lentiviral

et sous le contrôle d'un promoteur fort CMV protège jusqu'à une certaine limite

les cellules BOSC23 contre les effets toxiques du carboplatine et du cisplatine.

Cette protection est cependant absente dans le contexte d'un vecteur rétroviral

classique dont l'expression du gène MT dans les cellules A549-MT et DA-3-

MT est sous le contrôle du système Tet-On.

Les résultats des transfections stables des cellules A549-MT et DA-3-

MT ne justifient pas présentement l'élaboration d'un protocole de thérapie

génique à l'aide des rétro virus classiques. Cependant, les adénovims peuvent

contribuer à contourner les difficultés des transfections stables (et de

l'expression rétrovirale), parce que les niveaux et la cinétique de l'expression du

transgène dans les cellules transduites à l'aide des adénovirus se rapprochent

des transfections transitoires pour lesquelles nous avons obtenu une protection

contre les effets toxiques des médicaments du groupe platiné. Les adénovirus

ont l'avantage de transduire efficacement et des cellules quiescentes et des

cellules en division [171, 172]. Ils ne s'intègrent pas dans le génome : ils

forment des épisomes, ce qui ne déstabilise probablement pas l'équilibre

génomique. L'expression du transgène est forte [173, 174]. Il serait possible

dans ce cas d'obtenir de meilleurs résultats de protection.

Nos travaux ont contribué à clarifier les mécanismes moléculaires de

protection contre les effets toxiques des médicaments du groupe platine, qui

semblent plus complexes que l'effet protecteur d'un seul gène.

0
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Annexe

Chromatogramme du séquençage du gène MT clone dans le
plasmide recombinant pRev-TRE
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