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Maladaes
genétiques
et théerapie
géemque

Chagque livraison de
médecines/sciences comporte

son lot de maladies génétiques dont
les bases moléculaires sont élucidées,
qu’il s’agisse de la découverte

du gene responsable ou de

la compréhension de leur
physiopathologie. Ainsi, on avait
identifié il y a quelques années le
gene responsable d’'une anomalie de
la myélinisation du systeme nerveux
central chex ’homme et la souris,
dont il existait des formes séveres,
rapidement létales, et d’autres
d’évolution moins dramatique.

Le géne en cause dirige la synthése
de deux protéines de la myéline,

la protéine protéolipide PLP et

une isoforme tronquée DM20
engendrée par épissage alternatif.
C’est Uatteinte de cette derniére qui
regle la gravité de la maladie, car
elle semble indispensable

au transport cellulaire de la PLP qui,
sans DM20, s’accumule dans

le réticulum endoplasmique et
entraine la mort des oligodendrocytes.
Cette observation n’a pas encore
d’évidentes implications
thérapeutiques et la thérapie génique
de la maladie de Pelizaeus-
Merzbacher n’est probablement pas
pour bientét. Pourtant, le champ

de la thérapie génique, malgré

les difficultés rencontrées, n’est pas
endormi. « L’oligonucléotide
magique », capable de «réparer »
des genes par recombinaison
homologue, a pu corriger la mutation
drépanocytaire de cellules en culture
et de nouvelles méthodes sont
proposées pour conférer a des cellules
modifiées un avantage sélectif in
vivo. Enfin, hors du domaine

des maladies génétiques,

la compréhension et la modulation
de «effet bystander » en thérapie
génique du cancer progresse.

Les jonctions communicantes jouent
un role central dans cet effet dont
Uefficacité peut étre accrue

en accroissant leur nombre.
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La possibilité
d’une théerapie génique
antitumorale amplifiée
par I'induction
de la communication
jonctionnelle intercellulaire

Les traitements anticancéreux clas-
siques, radiothérapie et chimiothéra-
pie, ont beaucoup progressé et per-
mettent aujourd’hui le traitement de
cancers qui étaient incurables voici
quelques années. Malgré leurs succes,
ce sont encore des traitements lourds
et contraignants qui s’accompagnent
de nombreux effets secondaires. Si
effectivement, dans bien des cas, il y a
résorption totale ou partielle des
tumeurs soignées, ’organisme entier
souffre du traitement et parfois n’en
sort pas indemne. Il a méme été mon-
tré que des chimiothérapies toxiques
pour ’ADN peuvent étre a 'origine de
cancers secondaires. En particulier, des
relations de cause a effet ont pu étre
établies entre des traitements antican-
céreux utilisant des agents alkylants et
I'émergence de leucémies [1].

Une thérapie mieux ciblée qui n’affec-
terait pas les tissus non tumoraux
représenterait un progres souhaitable.
Les avancées récentes de la biologie
moléculaire laissent penser que ce
ciblage est envisageable et pourrait
étre appliqué aux traitements antitu-
moraux par ['utilisation de la thérapie
génique [2, 3]. Cette thérapie consiste-
rait a introduire un géne tueur (ou
gene suicide) dans les cellules de la
tumeur afin de les détruire. Nous
savons que les cellules tumorales diffe-
rent surtout des cellules normales qui
les environnent par leurs taux de proli-
fération et de synthése ’ADN. Depuis
longtemps, des substances cytotoxiques
sont connues pour s’incorporer dans
I’ADN et en interrompre la synthése.

Le ganciclovir, un nucléoside, est une
de ces substances qui, une fois phos
phorylée par une enzyme virale, la thy-
midine kinase de 'Herpés, s'incorpore
dans 'ADN en voie de synthése. Le
ganciclovir phosphorylé entraine la
mort cellulaire en inhibant I'élonga-
tion des brins d’ADN (m/s n°7, vol. 8,
p. 728). Cette stratégie, combinant
I'introduction dans des cellules tumo-
rales d’'un géne étranger (celui de la
thymidine kinase de I'Herpés) et d’'un
traitement au ganciclovir, a été appli-
quée expérimentalement dans le cas
de gliomes de rat (m/s n°7, vol. &,
p. 728). La difficulté était de faire
exprimer par les cellules tumorales le
geéne codant pour la thymidine kinase
de I'Herpés. Cela fut possible en injec-
tant dans les tumeurs des cellules pro-
duisant des rétrovirus défectueux pour
la réplication et contenant ce géne. Par
le phénomeéne de la transduction, les
cellules tumorales infectées deviennent
porteuses du gene de la thymidine
kinase qu’elles expriment de facon
constitutive. Des injections successives
et intrapéritonéales de ganciclovir
entrainent ensuite la résorption des
tumeurs ainsi traitées [4].

Il est vite apparu que la résorption des
tumeurs n’était pas la conséquence
d’un taux d’infection virale élevé des
cellules tumorales. Des études ont en
effet montré que la résorption des
tumeurs induites est obtenue méme si
un nombre relativement faible (10 %)
de cellules expriment le gene de la
thymidine kinase. Les cellules tumo-
rales infectées semblent donc étre




capables de propager leur toxicité aux
cellules tumorales voisines. Ce phéno-
mene de «toxicité de proximité» a été
décrit sous le terme anglais de bystan-
der effect [5].

L’effet bystander est d'un intérét tout
particulier en thérapeutique car il per-
met d’obtenir une résorption quasi
complete des tumeurs sans nécessiter
I’expression du geéne «tueur» dans
toutes les cellules tumorales. Diffé-
rentes hypothéses ont tenté d’expli-
quer ce phénoméne afin de I'utiliser
au mieux. Une des hypotheses les plus
couramment formulées est celle de la
coopération métabolique (figure 1). En
effet, la plupart des cellules de notre
organisme sont capables d’échanger
entre elles de petites molécules cyto-
plasmiques (sucres, acides aminés,
ions, nucléotides) par l'intermédiaire
des jonctions communicantes (gap
Junctions) qui sont constituées de
canaux intercytoplasmiques établis
entre cellules adjacentes [6]. Le ganci-
clovir phosphorylé a la taille requise
(< 1000 Da) pour passer au travers des
jonctions communicantes et diffuser sa
toxicité aux cellules adjacentes. Cer-
taines hypothéses émises [7, 8] ainsi
que des données préliminaires indi-
quaient cette possibilité [9, 10]. Des

1988, T'utilisation des jonctions com-
municantes pour éliminer les cellules
cancéreuses avait été proposée par le
responsable de notre Unité (Dr H.
Yamasaki). De fait, il avait alors montré
qu’une substance fluorescente (jaune
de Lucifer) micro-injectée dans des cel-
lules malignes en culture se propageait
dans cellesi par les jonctions commu-
nicantes et les éliminait apres exposi-
tion a une lumiére bleue d’excitation
[11]. Seules les cellules contenant le
colorant fluorescent (cellules
malignes) étaient tuées par I'activation
du produit car sa diffusion ne se réali-
sait qu’entre les cellules malignes et ne
débordait pas dans les cellules nor-
males adjacentes par le fait d’une
absence de jonctions communicantes
entre les deux types cellulaires [12].

Récemment, nous avons tenté d’esti-
mer in vitro le role des jonctions com-
municantes dans I'effet bystander. Pour
cela, nous avons utilisé des cellules for-
tement tumorigenes et dépourvues de
jonctions communicantes telles que les
cellules HeLa. Nous avons incorporé le
gene de la thymidine kinase de I'Her-
pés (gracieusement obtenu du Pr
G.Tiraby, Laboratoire de Microbiolo-
gie et de Génétique Appliquée, Univer-
sité P.-Sabatier, Toulouse) dans ces cel-
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Figure 1. Role probable de la communication jonctionnelle intercellulaire
(coopération métabolique) dans I'effet bystander. A. Sans connexion entre les
cellules, seule la cellule exprimant le géne de la thymidine kinase (noyau noir)
serait éliminée par le traitement au ganciclovir. B. La communication jonction-
nelle entre les cellules peut expliquer I'effet bystander di au ganciclovir en per-
mettant la diffusion de la toxicité depuis la cellule qui exprime le géne HSV-tk

mmmmmm— (noyau noir) aux cellules environnantes qui ne I'expriment pas (noyaux clairs).

lules HeLa qui I'ont exprimé de facon
suffisante pour étre sensibles au ganci-
clovir. En mélangeant différentes pro-
portions de cellules Hel.a exprimant la
thymidine kinase herpétique avec des
cellules HeLa ne I’exprimant pas nous
avons observé que si le traitement au
ganciclovir éliminait les cellules HelLa
porteuses du geéne de la thymidine
kinase, il n’éliminait pas les autres cel-
lules qui continuaient a se propager.
En mélangeant jusqu'a 50 % de cellules
porteuses du gene, on obtenait une cul-
ture totalement confluente apres deux
semaines de traitement [13].

Nous avons répété I'expérience en utili-
sant des cellules HelL.a rendues com-
municantes par I'incorporation d’un
géne de connexine (les connexines
sont les protéines constitutrices des
jonctions communicantes [6]). Ces cel-
lules ont été obtenues grace au Pr K.
Willecke (Institut de Génétique, Uni-
versité de Bonn, Allemagne) [14].
Cette fois-ci, on observait une €élimina-
tion quasi compleéte des cellules méme
si seulement 10% des cellules HeLa
communicantes exprimant le géne de
la thymidine kinase de I'Herpes étaient
effectivement présentes dans la culture
cellulaire. Cela signifiait que 90 % des
cellules normalement insensibles au
ganciclovir I’étaient devenues par I'éta-
blissement des jonctions communi-
cantes et donc d’'une communication
intercellulaire directe [13]. Ce pour-
centage correspond aux observations
réalisées in vivo [5]. En revanche, la
propagation de la toxicité n’était pas
observée si les deux types cellulaires
(exprimant ou non la thymidine kinase
de I'Herpés) n’étaient plus en contact,
ni si la culture était traitée avec un inhi-
biteur fonctionnel des jonctions com-
municantes, I'acide oglycyrrhynétique.
Ces expériences ne démontrent certai-
nement pas que la présence de jonc-
tions communicantes soit la seule
cause de I'effet bystander observé in vivo
méme si d’autres expériences réalisées
in vitrovont dans le méme sens que nos
observations [9, 10, 15]. En particulier,
des phénomeénes mentionnés dans la
littérature tels que I’endocytose de
débris cellulaires toxiques (vésicules
apoptotiques) [16], la sécrétion de
toxines solubles, des réponses immuni-
taires indéfinies [17] ou la destruction
de vaisseaux irriguant les tumeurs [18]
sont autant d’autres causes (encore
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non prouvées) pouvant aussi jouer un
role (en synergie ou non avec les jonc-
tions communicantes) dans l'effet &ys-
tander observé in vivo.

En fait, nos résultats montrent surtout
que I'établissement de la communica-
tion jonctionnelle intercellulaire serait
une condition importante, voire néces-
saire, a I'obtention d’un effet bystander
particulierement efficace. La limitation
de toute thérapie génique est qu’elle
ne peut évidemment «toucher» toutes
les cellules d’'une tumeur: la commu-
nication jonctionnelle en serait ainsi
un «amplificateur ». Malheureuse-
ment, notre expérience acquise dans la
connaissance des connexines et de
leur régulation lors du processus de la
cancérogenese a montré que la com-
munication jonctionnelle des cellules
tumorales (ou tumorigénes) est sou-
vent altérée [19].

Cette altération, quelle que soit I’ori-
gine des cellules (fibroblastes, épithé-
liales, in vitro, in vivo, animales,
humaines) est une caractéristique du
phénotype malin. Elle semble étre le
résultat de processus divers puisque
I'absence de la communication par
jonctions communicantes provient,
soit d’une inhibition de la transcrip-
tion des génes de connexines, soit
d’un défaut de localisation des
connexines [20].

Le rétablissement de la communica-
tion jonctionnelle intercellulaire dans
les tumeurs a traiter par la thérapie
HSV-tk/ganciclovir serait donc garant
d’un effet bystander amplifié. Or, cer-
taines substances (caroténoides, AMP
cyclique, etc.) sont connues pour
induire ce genre de communication
intercellulaire. Par exemple, les réti-
noides induisent la transcription de la
connexine 43 dans des fibroblastes de
souris transformés chimiquement [21].
Dans d’autres types cellulaires, il a été
montré que la fonction de cette
connexine est souvent augmentée par
des traitements a TAMP cyclique [22].
La phosphorylation de la portion car-
boxy-terminale et intracytoplasmique
de la connexine 43 par la stimulation
de kinases dépendantes de I’AMP
cyclique pourrait étre la cause (par
changement de configuration de la
protéine?) d’'un meilleur transfert
intercytoplasmique. D’autres sub-
stances agissant sur d’autres types de
connexines sont également des induc-
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teurs de la communication jonction-
nelle intercellulaire. L’élucidation des
mécanismes d’action de ces substances
est nécessaire afin de les employer au
mieux lors de thérapies utilisant la stra-
tégie HSV-tk/ganciclovir. En particulier,
I'induction transcriptionnelle des génes
de connexines par des substances
appropriées ne pourra se faire sans une
meilleure connaissance des régions
promotrices de ces génes. De plus, la
plupart des données concernant la
structure des génes de connexines ou
de la régulation fonctionnelle de leurs
protéines nous proviennent surtout des
rongeurs. Il est donc d’importance de
répéter ces études sur du matériel
d’origine humaine.

La transfection in vitro de génes de
connexines dans des cellules non com-
municantes est suivie du rétablisse-
ment de la communication jonction-
nelle intercellulaire. Cela a été montré
par différents laboratoires en utilisant
différents types cellulaires [14, 23-25].
In vivo, le transfert de genes de
connexines dans des cellules tumorales
devrait conduire également a 1’établis-
sement d’une meilleure communica-
tion intercellulaire. On peut donc
imaginer une thérapie génique anti-
tumorale employant la co-transduc-
tion des génes d’'une connexine et de
HSV-tk afin d’obtenir un effet bystander
plus efficace. En collaboration avec le
Dr Finocchiaro de I'Institut National

de Neurologie C. Besta (Milan, Italie),
c’est ce que nous avons observé: la
transduction dans des cellules de
gliome des génes de la connexine 43 et
de la thymidine kinase de I’'Herpes
conduit a une résorption plus impor-
tante des tumeurs que la transduction
du seul gene de la thymidine kinase
(Colombo BM, Mesnil M, Sacco MG,
Benedetti S, Villa A, Yamasaki H, DiDo-
nato S, Finocchiaro G, communication
personnelle). Cette thérapie génique
antitumorale combinerait ainsi le géne
tueur (qui synthéthise la substance
cytotoxique) et le gene amplificateur
(qui permet la diffusion de la sub-
stance cytotoxique entre les cellules
tumorales). L’utilisation des génes de
connexines serait donc particuliére-
ment utile pour augmenter la capacité
de communication des cellules tumo-
rales et obtenir un effet dystander consé-
quent.

On sait que la connexine 43 regle
négativement la multiplication des cel-
lules de gliome [24, 26]. Il est donc
difficile de savoir si la plus grande
résorption des tumeurs de gliomes
observée par le groupe de Finocchiaro
est la conséquence d’un effet bystander
plus efficace, a une inhibition de la
multiplication cellulaire ou a ces deux
phénoménes conjugués. Cela nous
améne a un autre aspect intéressant
des connexines qui est leur effet inhi-
biteur de la multiplication cellulaire.

Tableau |
EFFET SUPPRESSEUR DE TUMEUR INDUIT PAR L'EXPRESSION
DE GENES DE CONNEXINES ; L'EFFET SEMBLE DEPENDRE DU TYPE
DE CONNEXINE NORMALEMENT EXPRIME
Gene Lignées cellulaires Inhibition Références
de connexine (connexine de la croissance
transfecté normalement In vitro In vivo
produite)
Connexine 32 Hépatome humain - + 23
(connexine 32)
Connexine 43 Fibroblastes transformés + + 25
de souris
(connexine 43)
Gliome de rat + + 24, 26
(connexine 43)
Cellules Hela - - 27
(connexine 26)
Connexine 40 Cellules Hela - - 27
Connexine 26 Cellules Hela + + 27
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Plusieurs laboratoires dont le noétre
ont montré que si bien souvent les cel-
lules tumorales ont perdu la faculté de
communiquer par les jonctions com-
municantes, I'induction de la synthese
de connexines et donc I’établissement
de la communication intercellulaire
inhibent le taux de prolifération
jusqu’a produire in vivo un effet sup-
presseur de tumeur [25-27]. Nos tra-
vaux suggerent que cet effet suppres-
seur de tumeur dépend a la fois du
type de connexine et du type cellulaire
dans lequel elle est synthétisée [27].
Ainsi, si la connexine 43 est un sup-
presseur de tumeur apres transfection
dans des cellules de gliome [26] mais
aussi dans des fibroblastes transformés
de souris [25], nous savons qu’elle
n’en est pas un dans les cellules HeLa
[27]. En revanche, la croissance des
cellules Hel.a in vivo et in vitro est inhi-
bée par la transfection du géne d’un
autre type de connexine, la connexine
26 [27]. 11 est intéressant de noter que
les cellules sensibles a la production
de la connexine 43 (fibroblastes et cel-
lules de gliome) sont connues pour la
synthétiser lorsqu’elles ne sont pas
tumorales. De méme, la connexine 26
est synthétisée en quantité dans le col
utérin d’ou proviennent, a I’origine,
les cellules HelLa. Ces données, encore
fragmentaires, suggerent cependant
que leffet suppresseur de tumeur
serait observé si le tissu d’origine de la
tumeur a traiter dans lequel on induit
I'expression du géne de la connexine
est normalement producteur de cette
connexine (Tableau I). Si cela est
confirmé, les connexines pourraient
étre utilisées non seulement pour la
diffusion de substances cytotoxiques
mais aussi pour induire parallélement
une inhibition de la prolifération
tumorale. Ces deux effets conjugués
pourraient ainsi induire une élimina-
tion plus efficace des tumeurs lors des
thérapies utilisant la stratégie HSV-
tk/ganciclovir B

Marc Mesnil
Hiroshi Yamasaki

Service d’Ftudes des Etapes de la Cancéro-
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