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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ — HASSOUNI

2

ADMINISTRATION

Doyen . Professeur Mohamed ADNAQUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopeérat
Professeur Jamal TAOUFIK

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a laiihaie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vascira
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

Pr. LAHBABI Naima Physiologie

Novembre 1983
Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie




Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI

Décembre 1984

Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Rhumatologie

Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatnig)
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Anesthésie Réanimation



Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. JIDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994
Pr. AGNAQOU Lahcen
Pr. BENCHERIFA Fatiha

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie
Chirurgie Générale
Hématologie
Chirurgie Géalé
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Géneérale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécolog®bstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie



Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmijid
Métaboliques

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed
Pr. EL HASSANI My Rachid
Pr. EL IDRISSI Lamghari Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pr. MOUDENE Ahmed*

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelal

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOQOUI Lalla Ouafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Malad

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Médecinerimee

Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstéjie
Traumatologie — Oréte
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique



Pr.

MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amoqgrane*
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

Hy'giéne

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réaninmat
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Sant#ifue et

Cardiologie

Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Géndza
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Génerale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie



Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*

OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABID Ahmed*
. AIT OUMAR Hassan
. BENCHERIF My Zahid

. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

. BOURKADI Jamal-Eddine

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie
Neurologie
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie
Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHAOQOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANY Azzedine
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*
KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae
TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AlIDI Saadia

AlIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan

HSSAIDA Rachid*
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

Maxillo-Faciale

Pr.

ROUIMI Abdelhadi

Ophtalmologie
Chirurgie Géaé
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Géneérale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Géneérale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réaatiion
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie
Endocrinologie elddies
Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique
Pédiatrie
Stomatologie Et Chirurgie

Neurologie



Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid
EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplutre
Médecine Interne
Chirurgie Géneérale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie



Pr.
Pr.
Pr.

SABBAH Farid
SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*

Métaboliques

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJlI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Péripdnge
Pédiatrie

Anatomie Pathologequ
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Malesl

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Péatrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Géneérale
Chirurgie Géneérale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrigu
Cardiologie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam

BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik

faciale

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI| Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua

Pneumophtisigi®
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngomgi
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et ChirurgieaMillo-

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Cardiologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice ealique

Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie



Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZIZ Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane
Faciale

Pr. BENHARBIT Mohamed
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAQOUI Sakina
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*
Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam
Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006
Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*

Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BlYl Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHYA Abdellatif*

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgieaillo

Ophtalmologie
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Ophtalmologie
Cardiologie
Chirurgie Cardio-vascudair
Parasitologie
Rhumatologie
Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie
Hématologie
O.R.L
Biophysique
Chirurgie - Pédiateq
Chirurgie Cardio — Vastaire
Gynécologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr. GHADOUANE Mohammed*
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

DOGHMI Nawal
ESSAMRI Wafaa
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun

HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAF| Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid

ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZIANE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie
Urologie
Pédiatrie
Psychiatrie
Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie
Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vascukair
Traumatologie orthopédie
ORL
Parasitologie
Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
hyg
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BEKKALI Youssef*
EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima
MASRAR Azlarab
MOUSSAOUI Abdelmajid
MOUTAJ Redouane *
MRABET Mustapha*
iene

MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira
TAJDINE Mohammed Tarig*
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Introduction




La thématique de recherche bibliographique a llégséntegre ce travail de thése concerne
les nouveautés dans le traitement des cancerg@pe @ une mise en perspective fournira un
nouveau cadre conceptuel permettant de mieux Ertdgs nouvelles stratégies mises en

oceuvre dans le traitement des cancers.

Les récentes avanceées de la connaissance scigatifans les mécanismes de la cancérisation
durant ces deux derniéres décennies ont boulegerspletement la vision que nous avions

de cette maladie.

De nouveaux meécanismes ont été mis a jour offriaust de nouvelles cibles aux thérapeutes

et remettant en question les standards thérapestagtuels.

En se basant sur ces recherches, de nouvellégtis thérapeutiques ont été développées,
ont sait aujourd’hui que I'on meurt trés raremest ld tumeur initiale, mais plutdét des
néoplasmes secondaires ou meétastases essaiméesi@asanguine ou lymphatique. La
chimiothérapie, la radiothérapie et I'hnormonothéapmpéchent la prolifération cellulaire,
mais ne bloquent que la premiere phase du dévealogmetumoral s’avérant ainsi souvent

inefficace pour les cancers détectés tardivemeainmoent ceux déja meétastases.

De nouvelles stratégies thérapeutiques ont étésnagepoint pour essayer de bloquer les
différents mécanismes impliqués dans la progressionorale. Le développement de

molécules antiangiogéniques dans le but de blotpatéveloppement des vaisseaux, de
molécules proapoptotiques pour palier a I'immotgaties cellules tumorales, de stratégies de
thérapies géniques ou encore de molécules antsta@tpies pour bloquer le déplacement des
cellules, et de virus oncolytigues sont les axegeuna de la recherche thérapeutique

entreprise ces derniéres décades et constitueromjeure partie de notre travalil.



Ces nouvelles approches thérapeutiques se sontegétre des armes plus pointues et donc
théoriguement plus spécifiques faisant figure pdepositions thérapeutiques innovantes et

encourageantes.

Notre travail sera scindé en deux parties:

-Dans la premiére nous traiterons les généralitéE@cogenése ainsi que des rappels sur les
traitements anticancéreux habituels.

-La deuxieme partie sera réservée aux nouvelleoelpps thérapeutiques.
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|.1. DEFINITION

Le cancer est une pathologie due a une prolifératalulaire anormale au sein d'un tissu
normal de l'organisme. Ces cellules dérivent todtes méme clone, la cellule initiatrice du
cancer qui a acquis certaines caractéristiguepduinettant de se diviser indéfiniment et
anarchiquement pouvant ainsi former des métastases.

Le cancer est un terme général pour n'importe gumedladie pour laquelle certaines cellules
du corps humain se divisent d'une maniere incagegroles nouvelles cellules résultantes
peuvent former une tumeur maligne (néoplasmgou se propager a travers le corps et
former des métastases [1].

1.2. Oncogenese et communication cellulaire

L'individu est un ensemble pluricellulaire dynanmgquwomposé « d'unités cellulaires »
morphologiquement individualisées: I'organisme d€mier, est un agencement de cellules en
tissus, de tissus en organes, d'organes en systprassente de nombreuses relations avec son
environnement. L'organisme est un systeme ouverésjurégi par des réactions complexes,
mais coordonnées, maintenant un « état stationnaiogmal: I'état homéostatique.

Afin de réguler et de coordonner ses métabolisntemétabolites, en les adaptant a ses
besoins comme a ceux de l'individu, toute cellidel'drganisme est a méme de maintenir,
adapter, renouveler, supprimer, de maniére progeemiout ou partie de ses constituants tant
structuraux que fonctionnels [3].

La capacité de se diviser, de se spécialiser, awaisi de mourir est inscrite dans le génome
de chacune des cellules qui composent l'organismmeim. Le déclenchement et I'arrét de la
prolifération cellulaire, I'entrée dans un processe différenciation ou dans un programme

de mort cellulaire (apoptose) résultent de l'irefign au niveau cellulaire de multiples
signaux, les uns positifs, les autres négatifsnikeau tissulaire, I'équilibre entre ces diverses
destinées cellulaires est sous le contréle de phedtiboucles de régulations enchevétrées.
Mais ces systemes de régulation permettant un r@aide I’homéostasie sont parfois,

comme c’est le cas pour les cancers, déficienite 0'agression de facteurs de
I'environnement tels que le tabac, les rayons amtss certains agents chimiques ou
physiques, certains virus, ou spontanément, lergérfmumain subit constamment des lésions

qui sont réparées ou non.



a Normal b Oncogenesis ¢ Tumour progression

Differentiation Abnormal clonal Invasive cancer
Homeostasls o expansian (ACF)
Epigenetic
gatekeeper step Epigenetic inactivation of SFRFs Epigenetic inactivation of SERPs

selection

Figurel: Mécanisme de I'oncogenese [2]

En effet, les systéemes de réparation sont parféfectleux ou « débordés », la cellule
conserve alors certaines altérations qui touchanfiois les systéemes de régulation de la
prolifération (Figurel). Ne répondant plus correctement aux signaux emwaots, elle

échappe a toute régulation. La cellule s'engages alans un processus anarchique qui
conduit, par accumulation successive d'anomaliaétggies, au développement d'une cellule

cancéreuse [4].
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tumeur). Ce dernier peut ordonner  la cellule de cancéreuse. ainsi plusieurs erreurs dans leur ADN. Certaines
s autodétruire via un géne d'apoptose. peuvent devenir des métastases.

Figure 2: Etapes de la cancérisation [6]

La biologie moléculaire et la génétique ont peruiitablir que les altérations génétiques
surviennent précisément sur les éléments de réguldé la différenciation, de la division et

de la mort cellulaire.

Le cancer résulte d’'un processus multi-étapes dsadua I'accumulation d'anomalies sur
différents genes, au fil des divisions cellulairesnférant ainsi un avantage sélectif au clone
malin. Les cellules, toutes issues d'une premielele mutée (clone), forment une tumeur

(Figure 2). Celle-ci devient de plus en plus agressive paur environnement et échappe

progressivement a tout contrdle [5].



1.2.1. la carcinogenese

Plusieurs types d’inducteurs et de nombreuses £&p# en cause dans la cancérisation

d’une cellule sain€rigure 3).

DA damage Clonal
is fixed as a expansion
mutation in rapichy Mutated ceall leads 1o
projiferating cells transforms cancer
Initial failure of DNA repair
and apoptotic machinery
to repair or eliminate all
damaged cells o
Cytotoxic/ o /
mutagenic
tl'rerapy DA damage
induction in B
some cells \ oo o

d-- - Slowly proliferating cells
are less likely to fix DMNA

damage as mutations and
more likely to eventually
o repair or aliminata
o damaged cells

DMA repair or cell death d
mechanisms succassiully

repair or gliminate all

damaged cells, respactively

Figure 3: Les étapes de la carcinogenese [7]

La carcinogenése est un phénomene a plusieurssgiaipservé en canceérologie clinique et
chez I'animal de laboratoire. La compréhensionaefenctionnement repose sur deux idées
majeures : l'une est que la transformation tumagateun processus cumulatif d'événements
mutationnels, l'autre que ces événements sontdépendants. Ainsi, des tumeurs bénignes
montrant une prolifération cellulaire restreintecentrolée peuvent dégénérer en tumeurs
malignes aux proliférations cellulaires anarchiquesontrélées, capables d'envahir les tissus
adjacents.

Au cours de son évolution, une cellule maligne @rtjupar mutations successives des
propriétés nouvelles qui la rendent de plus en idsistante et agressive pour l'organisme.

Le mécanisme essentiel de la carcinogenése reposkadivation de certains oncogenes

(genes intervenant dans le contr6le de la protifémecellulaire et capables de provoquer un

processus de cancérisation) et sur l'inactivaticenttbncogenes (genes suppresseurs de
cancers, controlant I'intégrité du génome) [5].



1.2.2. Cytologie structurale de la cellule cancérese
[.2.2.1. Anomalies structurales et ultra structuraés

*Structure

Une cellule néoplasique tumorale posséde un nayawest hypertrophié, irrégulier, pouvant
présenter plusieurs nucléoles. Son caryotype estesd anormal. On note la présence d’un
cytoplasme basophile chez de nombreuses celluleEuses, contenant un réseau d'actine
souvent désorganisé. Les filaments intermédiairésemts dans les cellules transformées sont
par contre souvent similaires a ceux présents danesellule normale homologue. Le
plasmolemme est modifié, sa teneur en acides sedigt en gangliosides est diminuée. La
mobilité latérale de ses protéines intrinséques sestvent augmentée. La quantité de
fibronectines (glycoprotéines extrinséques exo rpigses) associées a la membrane

plasmique est souvent diminuée [8].

*Ultrastructure

L'ultra structure et le nombre des mitochondrie# slifférents de celui des cellules normales
(quantité de crétes réduite). Certaines enzymesochondriales sont altérées ou
quantitativement réduites. C'est le cas de la FPa#sE, des MAO, de la glutamate
deshydrogénadqé&igure4).

Le génome mitochondrial est parfois anormal. Aimkins certains types de leucémies la
quantité d'’ADN mitochondrial est amplifiée, et |l&éngme se présente sous forme de
chainons) de molécules d'ADN circulaire (Figureldy. réticulum endoplasmique présente

frequemment des citernes anormales [9].
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Figure 4: Ultra structure cellulaire [10]

1.2.2.2. Anomalies génétiques.

a-Les oncogenes et géenes suppresseurs de tumeurs

Des protéines impliquées a différents niveaux danwolifération cellulaire sont codées par
des génes normaux a posteriori dénommeés proto-enesg Certaines formesutées de ces
génes, les oncogénes, codent pour des protéinestimelation qualitativemeniet/ou
guantitativement plus puissantes, lesquelles sapildes d'induire et/ou maintenir une
prolifération cellulaire excessi&igure 5) [11].

A contrario, des géenes suppresseurs de tumeur (G&¥Ent pour des protéines normales,
inhibitrices de la prolifération cellulaire, maigg mutations peuvent rendre ces derniéres
inactives, privant ainsi les cellules des « freineoméostatiques capables de limiter leur

prolifération [12].

b-Mécanismes d'activation des oncogenes

*Intégration virale
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Soit par insertion de I'ADN viral au niveau d'unngéerégulateur aboutissant a un géne
chimére a l'origine de la synthese d'une protéiiwithe ou bien a cause d’'une insertion au
hasard du virus qui possede ses propres séquesttedraes.

*Mutation ponctuelle

La substitution d'un acide aminé par un autre @& mutations faux sens, peut activer des
proto -oncogénes en oncogenes, en touchant paméxem site catalytique ou en entrainant
une activation substitutive de la protéine.

*Délétion

Les délétions, qui aboutissent le plus souvent @ perte de fonction, peuvent parfois
entrainer une activation ou une inhibition anornadecertains genes, si elles touchent une
région régulatrice.

Exemple :l'activation du proto-oncogene Erb B qui code ptaurécepteur a I'EGF peut
résulter de la délétion de la partie extra-membrare le domaine kinase intra cytoplasmique
est alors actif de fagon constitutive [13].

*Réarrangement structural

Des translocations, inversions peuvent avoir pamséquence moléculaire la formation d'un
géne hybride généré par la fusion de régions cedammtrainant la synthése de protéines
chimériques non fonctionnelles.

Exemple :Les translocations t(2 ; 13)(g35 ; ql14) et t(13)(f36 ; q14) observées dans les
rhabdomyosarcomes alvéolaires [14].

*Amplification génique

Accroissement du nombre de copies du géene dansllide; les copies surnuméraires se
trouvant alors soit sous forme de mini chromososuesumeéraires, les chromosomes double-
minute (DM), soit sous forme intégrée dans un clusome. Cette amplification entraine
généralement une augmentation de I'expression ig@eédu gene [15].

*Dérégulation de I'expression

Lors de translocations chromosomiques les prot@gées, peuvent étre déconnectés de leur
environnement moléculaire normal et placé sousidréle inapproprié d'autres séquences a

I'origine d'une modification de leur expression][14
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Figure 5: Interaction des proto-oncogenes avec laltule normale [16]

*Altérations des génes suppresseurs de tumeurs

Survient sois sous forme de mutations ponctuetlesjélétions, d'insertions, d'anomalies de
méthylation des promoteurs inhibant la transcripsois par altération de la voie biologique
controlant le cycle cellulaire au niveau de la $iaon G1/S et passant par les genes
suppresseurs p53, pl6é et RB (Figure 5). Le mélanombn familial peut résulter de
mutations constitutionnelles de p16 ou de CDK stnmtations somatiques de p16 sont trés
frecquemment retrouvées dans les tumeurs solides. rhatations somatiques de p53
représentent l'altération moléculaire la plus feEdgment observée dans les tumeurs solides et
les mutations constitutionnelles de ce gene camstitla base moléculaire du syndrome de Li-
Fraumeni, syndrome prédisposant a un tres largetrepede tumeurs incluant en particulier
des sarcomes des tissus mous, des ostéosarcormdsrarirs du systéme nerveux central,

des cancers du sein et des corticosurrénalomes [17]
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1.2.2.3. Anomalies métaboliques

L'utilisation de la voie glycolytique pour la proction d'ATP par les cellules cancéreuses
représente I'anomalie la plus fréquente. Bien qaiecapacité glycolytique des cellules
cancéreuses soit en regle générale supérieurdeadeal cellules normales, il n'est pas pour
autant permis d'établir une relation de cause ét effitre l'accroissement de la glycolyse
intracellulaire et I'état cellulaire cancéreux [19]

Les cellules cancéreuses ont une propension atsedeés facteurs de croissance et des
protéases. Elles produisent également davantagelgamines que les cellules normales. Ces
molécules sont indispensables a la prolifératidhuledre et dérivent de la décarboxylation de
l'ornithine en présence d'ornithine décarboxyl@3B(Q) : I'activité ODC est accrue dans les
cellules cancéreuses. Cette enzyme est codée p@rotoroncogene situé dans l'espéce
humaine sur les chromosomes 2 et 7. Le gene deCl'@dD situé a proximité immeédiate d'un
autre proto-oncogene, le N-myc. Les cellules malgmpeuvent également acquérir une
résistance a certaines drogues anti tumorales steyipues a noyau aromatique
hydrophobique), par l'intermédiaire de protéinasgmembranaires du plasmolemme comme

par exemple la P-gp (Permeability glycoprotein)tt€protéine est responsable de ce que I'on
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appelle la « MultiDrug Resistance » (MDR). Dansp&ce humaine, les 2 génes MDR1 et
MDR2 sont également situés sur le chromosome 7 [18]

|.2.2.4. Comportement in vitro

a-Immortalité

Les cellules cancéreuses contrairement aux celhdemales peuvent proliférer et donc étre
cultivées de fagon indéfinie. Cette immortalitéatedue, d'une part & la défaillance de
systemes de contrdle du cycle cellulaire, d'autne @ la présence d'une enzyme spécifique
aux cellules cancéreuses, la télomérase [20].

b-Présence de télomérase

In vitro, la prolifération de cellules embryonnaires hureaimormales n'exceéde pas en
moyenne 50 divisions. Les cellules présentent dgses de sénescence puis normalement
meurent. Au bout d'un certain nombre de cyclesulzetes, des cellules vont entrer en
apoptose, mais d'autres vont résister, et devemirortelles. Elles se diviseront alors a l'infini
[19].

Dans une population cellulaire normale, il existedun « compteur de cycles » dénombrant
les divisions cellulaires. Ce «compte-tour » eitiés au niveau des télomeres des
chromosomes. Ces fragments d'ADN vont au cours ldgjue phase S (réplication) se
raccourcir. Apres un certain nombre de divisiomsvi@n 50), les télomeres devenus trop
courts vont envoyer un message induisant les esllalentrer en sénescence. Si les cellules
n'‘entrent pas en sénescence, un dernier raccanmass des télomeres déclenchera un chaos
chromosomique (chromosomes fusionnés, disloquésal)a la cellule normale. [20]

Mais, contrairement aux cellules normales, lesutedl cancéreuses restaurent a chaque tour
de cycle leurs fragments d'’ADN télomérique détruiistte « maintenance » des télomeres est
due a la présence d'une enzyme: la télomérasee @&tyyme qui est présente dans la quasi-
totalité des cellules cancéreuses est par consengdde la majorité des cellules normales.
L'immortalité des cellules cancéreuses serait dugrande partie a la présence de cette
enzyme(Figure 7). La télomérase constitue sans nul doute une didlpremiére importance

pour ce qui est du traitement du cancer [17].
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Télomérase

bBrin modele

I TAGGGTTAGGGTTAGGGTTA 3
AATCCC

matrice da RNA
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[TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGTTAGGGT TA 3

slomérase

TTAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGTTA
AATCCC CCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCOAATCCC
DNA polymérase é wnoes

Figure 7: Structure de la Télomerase [21]

c-Réduction des besoins en facteurs de croissance

Les cellules cancéreuses sont moins dépendantetegjueellules normales de l'apport en
facteur de croissance. Ceci peut au moins en Eei@liquer par l'existence de perturbations
au niveau des systémes de signalisation intrae&kul A |'état normal, nombre de proto-
oncogenes codent pour des protéines normales ipartica la transduction de messages
d'origine extracellulaire capables de stimulerfyahni la prolifération cellulaire (via des
récepteurs membranaires spécifiques). A I'étatéang, la mutation d'un proto-oncogéne
(oncogéene) peut provoquer l'activation continuellene voie métabolique de prolifération
cellulaire. En cas de cancer, il existera ainsi pegurbations de la cascade des signaux

cytoplasmiques, et/ou de l'activité de facteurtraescription nucléaires [22].

d-Prolifération indépendante de I'ancrage, perte dé¢inhibition de contact
Dans les tissus normaux, les cellules adherentuhes aux autres ainsi qu'a la matrice
extracellulaire. C'est le cas des épithéliums,esigg la majorité des cancers. Des molécules

assurant l'adhérence intercellulaire par l'interaiéel de jonctions non communicantes,
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maintiennent les cellules a leur place. En casalear, ces molécules sont absentes et/ou
anormales. Dans de nombreux types de carcinomes,maoiécule d'adhérence cellulaire
nommeée Cadhérine-E, est partiellement ou totalerabsente de la surface des cellules
cancéreuses. On sait de plus que dans des ligeelsices exprimant peu la Cadherine-E,
les cellules sont d'autant plus malignes que lesgion de cette protéine a la surface des
cellules est faible ; inversement, le caractérasifvde lignées cellulaires cancéreuses peut
étre supprimé en transférant dans ces cellulesrie godant pour la Cadherine-E. Enfin, des
mutations du gene codant pour cette glycoprotéimghérence (Cadherine-E) sont observées
dans nombre de carcinomes humains [23].

L'adhérence a la matrice extracellulaire permet eebules normales de survivre et de
proliférer. Les cellules normales ne peuvent sdiplidr in vitro qu'en adhérent a une surface
« solide ». Cet ancrage est en grande partie apanrées glycoprotéines transmembranaires
du plasmolemme qui se lient a la matrice extratziiet les intégrines. Des cellules normales
« libres », a qui on ne fournit pas de supportdeglicessent ainsi de croitre, parce que
l'activité de protéines nucléaires commandant @Essance et la division cellulaire (ex:
complexe cycline E-CDK2, Cf. « Cycle Cellulairediininue quand les cellules ne disposent
pas d'ancrage. Dans ces conditions de « non-aneratgEnombreux types cellulaires entrent
en apoptose. Les cellules cancéreuses n'ont pasnbd®tre ancrées pour survivre et
proliférer, leur complexe cycline E-CDK2 reste dfetecontinuellement actif, qu'elles soient

ancrées ou non [22].

e-Réle des intégrines

Les intégrines sont des récepteurs de nature glgtague qui se lient a des composants de la
matrice extracellulaire. Leurs fonctions sont ets#es pour la migration cellulaire. Elles
régulent des voies de signalisation qui contrél@rganisation du squelette et la survie
cellulaire. Mais elles sont également impliquéessdéctivation de protéases qui dégradent
les membranes basales des tissus. A ce titre, pdagent intervenir directement sur les
processus de dissémination et d’invasion tumora#esi, certaines intégrines sont

surexprimées dans certains cancers, alors queeksasiint diminuées dans d’autres cancers.
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Les intégrines peuvent également acquérir uneit@gffactcrue vis-a-vis de leur ligand, ce qui
facilite la migration de cellules tumorales. Dapsmiéme temps en activant leurs voies de
survie, les intégrines protegent de I'apoptosedtisiles en migration [21].

f-Résistance a lI'apoptose

A I'état normal les cellules endommagées ou dééégubosseédent un systéme de sauvegarde
vis-a-vis de l'organisme, systeme capable de proetobpur « suicide » ou apoptose. Ainsi,
des lésions irréparables de I'ADN, l'activationndancogéne ou encore linactivation d'un
géne suppresseur de tumeurs déclenchent l'apopmsgii élimine un risque potentiel pour
l'organisme. Les tumeurs apparaissant dans lasstigsurraient provenir des rares cellules

génétiqguement anormales ayant échappé a I'apoptose.
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Figure 8: Roles des intégrines [23]
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L'inactivation de la protéine p53 (un acteur impottdu déclenchement de l'apoptose, de
méme que la production excessive de protéine B¢Ge2 blogue le suicide cellulaire

conferent aux cellules cancéreuses une résistai@paptose. Des traitements restaurant
I'apoptose des cellules cancéreuses devraientitw@mstians l'avenir de nouvelles armes

thérapeutiques anticancéreuses [22].

1.3. Perturbation de la division cellulaire et caner

Des progres considérables ont été accomplis ddestification et I'analyse des signaux qui
stimulent ou au contraire freinent la division giire. Parmi les génes qui stimulent la
division cellulaire figurent les génes appelés etproncogenes ». Le premier oncogene
humain a été identifie en 1981, il appartient afdaille ras, ce sont des protéines
membranaires impliquées dans des voies de sigtafiset dans la stimulation de la
prolifération [24].

En 20 ans, plusieurs centaines d'oncogenes omsaés et la liste n'est pas close. L'action
des oncogenes est dominante : une mutation suseule copie du gene suffit a déclencher
une division cellulaire anormale.

Ces génes jouent un rdle majeur dans la synthé&sprd&ines qui transmettent a la cellule le
signal signifiant qu'elle doit se diviser. Ces pioés sont présentes a la surface des
membranes, dans le cytoplasme ou encore dans &y elles contrdlent la transcription
des génes. Dans les conditions normales, elles atitées de maniéere transitoire puis
inactivées apres avoir transmis le signal. Lorsgeg protéines sont activées de maniére
permanente, elles transmettent, en dehors derégiation, le signal de division cellulaire.
Mais la stimulation incontrolée de la prolifératioa suffit pas a rendre la cellule cancéreuse,
il faut aussi que le systeme de régulation négativda division cellulaire soit altéré. Ceci
concerne l'autre ensemble de genes impliqués @anarlcérisation : les génes suppresseurs
de tumeurs. Contrairement a la situation des onmmsyeces genes ont une action dite
récessive, c'est-a-dire que les deux copies dud@rent étre mutées pour qu'il n'y ait plus la
fonction de frein a la division cellulaire. Le plaennu, le géne p53, est muté dans 70 % des
cancers humains [23].
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Le génie génétique et le programme de décryptaggdame ont accéléré l'identification des
oncogenes et des génes suppresseurs de tumewssdription des acteurs de la régulation
est certes utile, mais on ne peut en rester Igll® important est de comprendre la fonction
précise de ces genes, de caractériser les protpmas lesquelles ils codent et surtout,
d'identifier les réseaux de régulation de ces gi2fgs

Les connaissances acquises permettent d'oresaetieddpnder sur des bases objectives des
protocoles thérapeutiques qui visent a géner lhsdestumorales dans leur développement.
L’objectif aujourd’hui est donc de comprendre aueuxi les mécanismes particuliers de
prolifération des cellules cancéreuses pour perenédtdécouverte de nouveaux traitements
plus spécifiques. L'efficacité de ces nouvelleatétfies n'est pas encore toujours totalement
établie, mais il est clair qu'elle dépendra de ¢mnaissance des différents niveaux de
régulation cellulaire et de leurs interactions [24]

1.3.1. La mort cellulaire programmée

Il existe deux formes de mort cellulaire. Une agi@s trés violente provoque une lyse
appelée nécrose. Dans les autres situations, |& cebhulaire est génétiquement controlée.
L’apoptose, qui dépend de I'activation des caspabestes les nuances ont été observées
entre apoptose et nécrose, incluant une apoptdgpéndante des caspases et une apoptose
abortive se terminant en nécrose. Un autre proseg8nétiguement contrélé, 'autophagie,
contribue a la mort cellulaire au cours du dévedopent ou en réponse a certaines agressions.
Enfin, la sénescence est un arrét irréversibleadardlifération cellulaire qui participe, avec
I'apoptose, a I'élimination des cellules en voie tcensformation ou exposées a des agents
cytotoxiques [27].

La mort cellulaire programmée fait partie intégearde la physiologie normale d'un
organisme. Ainsi au cours des nombreuses mitosedifirenciations cellulaires qui
permettront de créer un organisme a partir d'un, dbuést en permanence nécessaire
d'éliminer les cellules superflues ou potentiellatreiangereuses. C’est un processus essentiel
du développement intervenant a différents niveamxre : pour la maturation des cellules
lymphoides, pour le développement du systeme nerveour I'attachement des cellules

épithéliales [26].
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La notion d'apoptose a été introduite en 1972 penr,Kpour désigner une forme de mort

cellulaire totalement différente de la nécroset t@dnn point de vue morphologique que

biochimique. L'apoptose est une réponse hautenwrgecvée des eucaryotes unicellulaires
jusqu'aux mammiferes.

Une dérégulation de la mort cellulaire programmeéetpétre a l'origine de nombreuses

pathologies. Certaines sont liées a une inhibitaa I'apoptose (cancer, syndromes
lymphoprolifératifs,...) alors que d'autres sont agses a une stimulation de ce phénomene

(SIDA, maladies neurodégénératives, maladies amiotines...) [28].
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L'apoptose est caractérisée par des modificationsétabolisme cellulaire. Elle peut donc
étre détectée par des bouleversements de la mogiaalu de l'activité biochimique de la
cellule.

L’apoptose peut étre déclenchée : par des signeimacellulaires comme par le Tnf (tumor
necrosis factor) et la famille des récepteurs kas, les immunoglobulines fixatrices de
surface, par un probleme d'adhésion cellulaire albstsat, par des perturbations
intracellulaires comme une modification de la peahiié des membranes mitochondriales

ou par l'activation des systemes de controle desndages intracellulaires [29].

1.3.1.1. Voie intrinséque de I'apoptose

La voie intrinséque fait intervenir des protéasgsetées caspases, les protéines de la famille
Bcl-2 et la molécule adaptatrice Apaf-1. Elle samgse autour de la mitochondrie.

a-Les caspases (cysteinyl aspartate-specific pratases)

*Structure et activation

Les caspases sont des enzymes protéolytiques umpbg dans les modifications
phénotypiques caractéristiques de I'apoptose. Bbes au nombre de 12 chez I’homme.
Toutes les caspases ont une structure tres corseow@prenant, un prodomaine N-terminal
de taille variable, un domaine qui deviendra amigsge la grande sous-unité (17-21 kDa,
qui porte le centre actif) et un domaine qui dedfanapres clivage la petite sous-unité (10-
14 kDa). En fonction de la taille de leur prodonesdi@s caspases sont regroupées sous le nom
de, caspases effectrices (caspases a petit prag@ntaispases 3, 6 et 7) qui vont cliver les
protéines intracellulaires, ou caspases initiatri¢easpases 8, 9 et 10) qui activent les
caspases protéolytiques.

Les caspases initiatrices contiennent des motifistedtaction protéine/protéine : les DED
(death effector domain) ou CARED (caspases recngité domain). Les caspases
fonctionnent alors en cascade protéolytique. Istexun troisieme groupe, comprenant les
caspases 1, 4 et 5 qui sont plus impliqguées damatiaration des cytokines (IL-1, IL-8). [29]
Les caspases sont synthétisées sous forme zymappeiée pro-caspases, la conversion en

une enzyme mature nécessite au moins deux clivages/eau de liaison Asp-X.
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La spécificité des caspases pour leur substraléetminée par la nature des quatre résidus
en position C-terminale par rapport a I'aspartateite de clivage [25].
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Figure 10: Différence entre apoptose et nécrose [30]

*Réles des caspases
Le role des caspases est principalement exécugkt-a-dire qu'elles vont s'attacher
a éteindre les voies protectrices et a activer oedécules qui vont participer a la

destruction cellulaire. Les caspases sont des eawyextrémement sélectives. Les
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protéines cibles doivent impérativement posséder aspartate en position P1l. Les
protéines cibles regroupent des protéines :

-Cytoplasmiques (Gelsoline, Gas-2, Fodrigw&aténine, Cytokératine 18).

-Nucléaires (SRF, Lamine A et B1, NUMA, mdm2).

-Impliquées dans le métabolisme et la réparation 'd®N (PARP, DNA-PKcs,
Topo-isomérase ).

-Kinases (PK@, PKCr, PKC-related kinase, PKN, Pak 2, Mst 1 kinase, Nt
kinase, FAK, Fyn, MEKK-1, Weel kinase).

-Impliquées dans la transduction du signal et dalexpression de génes
(Prointerleukine f, 16 et 18, PP2A, Phospholipase A2, Stat 1, «BJF IkB,
Calpastatine)

-Impliquées dans la régulation du cycle cellulage de la prolifération (p21, p27,
pRDb).

-Impliquées dans les maladies génétiques (Huntmdroeséniline-1 et 2)

-De régulation de l'apoptose (Bcl-2, Bcl-XI, FLBid, Bax, ICAD) [31].

*La mitochondrie au cceur de la machinerie

La mitochondrie, depuis longtemps identifiée commerganite indispensable a la
production d’ATP, a été plus récemment égalemenpliguée dans la régulation des
mécanismes moléculaires de mort cellulaire.

En effet, dans une cellule engagée dans un pracedsumort cellulaire, on observe
une permeéabilisation des membranes mitochondrigded,origine de la libération de
protéines pro-apoptotigues de [I'espace inter-mena@ vers le  cytosol,
accompagnée dans la plupart des cas d'une chutepatantiel transmembranaire
mitochondrial. Le mécanisme précis de cette perifigation membranaire reste
encore trés controverse [32].

Plusieurs modeles sont proposés et pourraient steexiUne des hypothéses postule
'ouverture d'un mégapore mitochondrial appelé PTR&rmeability transition pore
complex), complexe multi protéique composé en nigjorde la porine de la
membrane mitochondriale externe (aussi appelé VDAGI|tage dépendent anion

channel), et d'un «translocateur » de nucléotidesadénine (ANT), inséré dans la
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membrane mitochondriale interne. Selon ce modéles grotéines proapoptotiques
(telle que Bax), en s’associant au PTPC, favonieetason ouverture, provoquant
ainsi un gonflement de la matrice mitochondrialé @ une entrée d'eau et de solutés
provoquée par une hyperosmolarité de la matriceprs L de cette expansion,
I'excédent de surface de la membrane interne papora a la membrane externe
provoguerait une rupture mécanique de cette derfigdy.

Un autre modéle suppose un dysfonctionnement daditge ATP/ADP mitochondrial lié a
la fermeture de VDAC, provoquant une accumulatian mtotons dans l'espace inter
membranaire, responsable a la fois du gonflementadmatrice et d’'une production de
radicaux oxygénés. Ce modele ne permet cependard’@goliquer comment une libération
des protéines apoptogenes pourrait précéder la claypotentiel de membrane.

Un dernier modele suggere plutdt la formation daame dans la membrane mitochondriale
externe permettant la libération de protéines dansytosol sans altération physique de la
mitochondrie.

La protéine proapoptotique Bax pourrait étre aidioe de la formation de ce pore, soit en
interagissant directement avec des lipides, so’associant au VDAC ou bien encore par
auto oligomérisation ou formation d'oligomeres awvecautre membre de la méme famille
[30].

-Les protéines ainsi libérées sont maintenant tgg¥es sous le nom générique de SIMP
(soluble inter membrane mitochondrial proteins) mbssedent toutes une activité
proapoptotique.

-Une premiere classe de SIMP agit sur la voie ifjassd’apoptose dépendante des caspases.
On y distingue des pro-caspases, le cytochromeun etpresseur d’inhibiteur de caspases, la
protéine Smac/DIABLO.

-Une fois libéré dans le cytosol, le cytochromenteliagit avec ’homologue de CED-4, la
protéine Apaf-1 et la forme zymogéne de la caspasermant ainsi, en présence d’ATP, un
complexe multi protéique appelé apoptosome a ioeiglu clivage et donc de la formation de
la forme active de la pro-caspase 9. Cette derraétizera a son tour d’autres caspases

exécutrices comme les caspases 3 ou 7.
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-La protéine Smac/DIABLO, quant a elle, se lie gnatéines inhibitrices de I'apoptose et les

inactive [30].

1.3.1.2. Voie extrinseque, les récepteurs de morelulaire

De nombreux stimuli sont capables d'induire I'apsgt Toutefois, il existe une famille de
récepteurs spécialisés dans l'induction de la malitlaire programmeée : les récepteurs de
mort. Une fois stimulés, ces récepteurs induisaatiVation des caspases. [33]

Cette voie d'activation est impliquée dans I'élation des cellules potentiellement
dangereuses pour l'organisme et notamment les lyoypds autoréactifs. Les récepteurs de
mort appartiennent a la famille des récepteursatiidur Nécrosant des Tumeurs (TnfR). Les
TnfR peuvent promouvoir, selon le contexte celhglasoit la survie, soit la mort soit les
deux. On peut donc citer différents types de réneptappartenant a cette famille : 4-1BB,
Ox40, TnfRII, p75 NGFR, CD27, CD30, et CD40 sonpligués dans la survie cellulaire. Fas
(CD95/APO-1), TnfRI, DR3, WsI-1DR4 et DR5 et DR6nsampliqués dans la mort
cellulaire. Les membres de la famille du TnfR sted protéines transmembranaires de type 1
possédant dans leur domaine extracellulaire de aingx régions riches en cystéines,
impliquées dans la liaison du ligand. Les réceptade mort possedent dans leur partie
intracellulaire une région conservée d'environ 8ltles aminés appelée domaine de mort
cellulaire (DD) .Le DD a été conserveé au coursé@elution [32].

*Les ligands

La famille des ligands du Tnf comprend une quingala membres (Tnf, FasL,

CD30L, Trail, Lymphotoxine,...). Ces ligands somfp grande majorité, des protéines
transmembranaires de type Il, qui présentent dewmc extrémité C terminale du coté
extracellulaire. Le domaine extracellulaire est pos€ d'environ 150 acides aminés et
possedent 20 a 25 % d'’homologie avec les autresbresnde la famille du Tnf. De
nombreuses études ont rapporté que des strestaicefiupouvaient induire I'expression des
ligands de mort, tel que FasL et donc induire fapse [33].

*Le récepteur Fas
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Le récepteur Fas (CD95/APO-1) est le récepteur ae llgand (FasL). Il représente le
prototype des récepteurs de mort. Il est exprineésairface de nombreux types cellulaires. La
stimulation de Fas par son ligand physiologiquepauun anticorps anti-Fas, va induire son
oligomérisation et le recrutement, par l'intermédiale son domaine de mort cellulaire, d'un
certain nombre de protéines impliquées dans Iadw@stion du signal apoptotique comme
FADD (fas associated death domain). Certaines étadggérent qu'il existe une connexion
étroite entre prolifération cellulaire et apoptosisi la signalisation via FADD ne va pas
exclusivement aboutir a la mort cellulaire, maissauselon les circonstances, a la survie et la
prolifération [34].

*Le récepteur TnfRI

Le TnfRI est le récepteur de Tnfil se lie alors au niveau de sont domaine DD aaec
protéine TRADD. Celle-ci est capable aussi biemddiire I'activation de NF-kB, que
I'apoptose. TRADD active ces différentes voies ecrutant une protéin@daptatrice
supplémentaire TRAF2 ou FADD.

En résumé, les complexes moléculaires associéséaapteurs de mort induisent l'activation
des caspases par lintermédiaire des interactiamstyde FADD/Caspase 8 ou 10;
TRADD/FADD/Caspase 8 ou 10 et TRADD/RIP/RAID/Caspaq32].

1.3.1.3. Contréle de I'apoptose

Pour chacune des deux voies décrites, la voie despteurs extracellulaire et la voie
mitochondriale, conduisant a la mort de la celllds, mécanismes d’intégration des signaux
s’établissent au niveau d'un complexe multi praiéig(respectivement le DISC et
I'apoptosome). C’est en agissant au niveau derladtion et/ou de l'activité de ces derniers
gue la plupart des modulateurs de la mort cellelexercent leur action [35].

*Régulation transcriptionnelle des caspases

Plusieurs observations suggerent que la régulal®bexpression des genes de procaspases
puisse avoir une importance dans certaines conditidinsi, bien que les ARNm de
procaspases soient clairement détectables darsparpdes types cellulaires les niveaux de
zymogenes sont trés différents d'un type cellulaifautre. De plus, le niveau d'expression de
ces zymogenes n'est pas statique [36].
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Plusieurs régulateurs agissent au niveau de laafitom du DISC les plus connus sont les
FLIP. lls contiennent deux domaines effecteurs datneellulaire (DED) qui vont lui
permettre de se lier aux prodomaines des caspased @ et ainsi empécher leur recrutement
aux récepteurs de mort (notamment Fas et TnfRIP ELeté décrit comme pouvant protéger
de l'apoptose ou induire I'apoptose selon la natur&ranscrit et le type cellulaire considéré.
En définitive, il apparait que le role de FLIP ddasnodulation de l'apoptose semble trés
complexe. Son effet pro ou anti-apoptotique appauae fois de plus, dépendre de la nature
du transcrit, du type cellulaire considéré ainse gqlu niveau d'expression de chacune des
isoformes [37].

*Les protéines de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importacieesiale dans la régulation des voies de
signalisation de la mort cellulaire. Cette famitemprend aussi bien des protéines pro-
apoptotiques (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, etc.) quragoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL). Elles
interagissent entre elles pour former des homodimeéu des hétérodimeres. Le niveau relatif
de chaque protéine dans la cellule détermine ssilské a un signal de mort. Par ailleurs,
une grande majorité d’entre elles contiennent usuiep carboxyterminale hydrophobe qui
assure leur ancrage au niveau de la membrane extatochondriale, mais également des
membranes externes du réticulum endoplasmique etnalgau. Les molécules anti-
apoptotiques siégeraient au niveau de la mitochenthndis que les protéines pro-
apoptotiques posséderaient une localisation différécytosol ou microtubules). A la suite
d'un signal apoptotique, ces derniéres s'insératailans la membrane mitochondriale et
induiraient sa perméabilisation [36].

*Les IAP (Inhibitor of apoptosis protein)

L'effet protecteur des IAP est di a leur capacii@héber I'activation et donc l'activité de
certaines caspases. Ainsi, XIAP, clAP-1 et clARM2ibent les caspases 3, 7 et 9 mais pas les
caspases 1, 6 et 8 NAIP, pour sa part, est incaphibhiber les caspases 1, 3, 6, 7 ou 8. Au
cours le l'apoptose, Smac/DIABLO est libérée etliseaux IAP empéchant leur action

protectrice et permettant ainsi aux caspases coesettans I'apoptosome de s'activer.
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1.3.1.4. Voie indépendante des caspases

L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques des casgaaemontré que les cellules peuvent mourir
aussi bien par des mécanismes impliquant les cespage par des mécanismes indépendants
des caspases. Par exemple, la surexpression dénrizembre pro-apoptotique de la famille
Bcl-2) conduit a I'activation des caspases etrade cellulaire.

Cependant, l'inhibiteur général des caspases z\AR-fbien qu'étant capable d'inhiber
I'activation des caspases, s'est avéré incapabigpdcher la mort cellulaire induite par Bax.
Ce type de mort cellulaire est insolite. En effeyia, & la fois, une chute du potentiel
mitochondrial, mais aussi une absence de dégradato I'ADN ainsi qu'une perte de
I'intégrité membranaire, ce dernier point étant inksuent de la nécrose plutét que de

I'apoptose.
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Figure 11: Mécanisme d’action des inhibiteurs de I'apoptosy [3

De nombreux stimuli, comme la surexpression deogémes myc, E1A ou de Bak, les
dommages a I'ADN, sont également capables d'induieemort cellulaire qui ne peut pas étre
bloguée par des inhibiteurs de caspases. Danscemigas, les cellules meurent selon un
processus proche de la nécrose, sans présenteroldiications nucléaires spécifiques de
l'apoptose. Toutefois le bourgeonnement de la manebiplasmique de ces cellules est

observé de la méme facon qu'au cours de I'apof86ke
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Une distinction apparait, de facon tres nette danhérapeutique anticancéreuse moderne
entre, les médicaments « classiques » qui sont tmss cytotoxiques, c’est-a-dire qui
détruisent les cellules par action sur le noyadulzete, et une nouvelle classe de
médicaments qui sont des cytostatiques qui voimedrda croissance cellulaire en bloquant
des facteurs de croissance ou des oncogenes [40].

Les médicaments cytotoxiques sont classés sellmtddisation de leur activité, a savoir: les
molécules qui agissent sur la réplication de 'AD&§ antimétabolites qui interviennent dans
la biosynthése des acides nucléiques et des pestésh les molécules qui interferent avec le
fuseau mitotique (les molécules antimitotiquesasp[41].

Les médicaments cytotoxiques n’'agissent que suwdlisles en activité métaboliques c’'est-a-
dire pendant une ou plusieurs phases du cyclel@iedlgue chaque cellule emprunte pour se
diviser. Le terme de cycle cellulaire englobe gugthases distinctes et successives que sont
la phase G1, phase post mitotiqgue pendant lagiaetlellule prépare la synthése de I'ADN, la
phase S qui est la phase de synthése de 'ADNydagpG2 de pré mitose et enfin la phase M,

phase de mitose, pendant laquelle la cellule meseikdivise en deux cellules filles [42].

II.1. Médicaments cytotoxiques agissant directemergur ’ADN

[1.1.1. les cytotoxiques alkylants

D’abord un peu d’histoire sur cette famille d’ageralkylants. Bien que les moutardes
soufrées aient été synthétisées des le milieu de Xlecle, ce n’est que pendant la Premiere
Guerre mondiale que leur action vésicante sur &upkes yeux et I'appareil respiratoire a
attiré un intérét médical. Le premier de ces gamtarde, I'hypéritgFigure 12), tire son nom

de la ville belge d’Ypres ou il a été utilisé pdampremiére fois au combat le 11 juillet 1917.
Entre les deux guerres mondiales, d’'autres agdky$aats sont développés pour donner
naissance non plus a des moutardes soufrées, mlats moutardes a I'azote dont le chef de
file est la méchloréthamine. Les agents alkylaetsea limitent pas a ces moutardes a 'azote,
il existe d’autres structures chimiques qui oniniEme point commun quant a leur mécanisme
d’action, ils deviennent de trés puissants agdetdréphiles par formation d’ions carbonium.

De ces réactions résulte la formation de liaisa&alentes par alkylation de nombreux restes
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nucléophiles tels que les groupes phosphate, amititydryl, hydroxyl ou imidazole. Cette
alkylation forme des ponts stables par liaison e entre les deux chaines de 'ADN.

Cette alkylation, avec liaison covalente, se fait des atomes riches en électrons contenus
dans les brins d’ADN, ce sont principalement ONRet S, et la cible principale de I'attaque
nucléophile est le N-7 de la guanine, mais peuleégent étre le N-1 ou I'O-6 de la guanine,
le N-1, N-7, N-3 de I'adénosine, le N-3 de la cytesou I'O-4 de la thymidine. Ainsi, lors de
la mitose, I'ADN ne peut plus se dédoubler, castsacture moléculaire est altérée. Plusieurs
familles sont classées dans ce groupe : les mastaddl’'azote, les alkyl sulfonates, les

nitrosourées, les triazenes et les dérivés dungl§4il].

/('Hg CH,—Cl

S

AN

CH;—CH,—Cl

Figure 12: structures de I'hypérite

CICH,-CH,
N} CH,
)
CICH»-CH,

Figure 13: structures de la méchloréthamine [43]

11.1.2. les moutardes a I'azote

Les moutardes a l'azote peuvent étre considérémsneoles descendantes des moutardes
soufrées. L'activité biologique de ces deux entidssbasée sur la présence d’'un groupe bis-
chloroéthyl. Quelques modifications structuraleslaenolécule de méchloréthamine, tres
utilisée dans le passe, ont donné naissance adgmeés possedant une meilleure spécificité

et une moindre toxicité (cyclophosphamide, ifosi@enimelphalan, chlorambucil). Les deux
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représentants phares de cette classe de moutaf@deode sont les oxazaphosphorines,
cyclophosphamide (CP) et ifosfamide (IF). Tous dsomt des composés inactifs sous forme
de molécule mére, ce sont des pro drogues, ilbesin d’étre anabolisés en dérivés actifs
pour leur activité thérapeutique. Cette activatgm fait par I'intermédiaire de la chaine
oxydative des cytochromes P450 (CYP450) hépatigteassformant respectivement le CP et
'lF en 4-hydroxy CP et 4-hydroxy IF et leurs tamres, l'aldophosphamide et
I'aldoifosfamide puis par réaction non enzymatigmemolécules thérapeutique ment actives,
la moutarde phosphoramide pour CP et la moutamjghasphoramide pour IF et toxique
pour le systeme urothélial, I'acroléine [45].

Les deux oxazophosphorines se ressemblent beguewip different cependant dans leur
métabolisme. En effet si les deux composés sogemaent hydroxylés par les CYP450, ce ne
sont pas les mémes enzymes qui en sont responddbtdsoxylation est préférentielle par le
cytochrome 2B6 pour le CP et par le cytochrome Béur I'lF avec des taux d’hydroxylation
différents, de I'ordre de 90 % pour CP et moin®dés pour IF.

Aucun polymorphisme génétique n’est actuellementnoopour ces deux enzymes, en
revanche elles sont toutes les deux inductibless Butre différence, d'ailleurs liée a la
précédente, entre les deux oxazaphosphorines, roenieedéchloroéthylation trés faible pour
le CP (< 10 %) et importante pour I'lF (> 50 %) [41

11.1.3. Les nitrosourées

Les nitrosourées se distinguent des autres aghytards par une forte liposolubilité, qui les
rend aptes a traverser la barriere hémato encéplabt permet leur utilisation contre les
tumeurs cérébrales.

Toutes les nitrosourées ont en commun de subidégeadation spontanée non enzymatique
qui va les transformer en un ion 2-chloroéthyl caihm réactif(Figure 14). Cet ion tres
électrophile va alkylé un certain nombre de base$ADN pour former, comme pour les
moutardes, des adduits avec la guanine, la cytioinBadénine. Dans cette famille d’agents
alkylants I'azote 7 de la guanine semble étre lidegprincipale des nitrosourées pour former
des ponts intra- ou inter caténaires. Cependaikylation sur 'oxygene de la guanine joue

un réle primordial dans I'activité thérapeutiqué]4
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En fait, aprés une attaque initiale de I'ion chéhyl carbonium sur I'O-6 de la guanine,
formant un O-6 chloroéthyldéoxy-guanosine, il seodpit un réarrangement entre la
guanosine du brin d’ADN attaqué et un résidu cyteslu bras opposé avec départ de I'atome
d’halogene, la conséquence sera la formation déspoter caténaires . La formation de ces
ponts inter caténaires est un mécanisme assezlemermet I'activation d'un systeme de
réparases (O6-alkylguanine alkyltransférase) artéssformation de ces ponts.

Ce qui est particulier avec les nitrosourées estngplus de la formation des ions carbonium,
il existe une dégradation spontanée de ces composébere des isocyanates organiques qui
fixent des groupes carbamoyl sur des résidus lygihéant de cette maniére certaines

enzymes de réparation de 'ADN [47].
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Figure 14: Métabolisaion des nitrosourées [48]

[1.1.4. Les dérivés du platine
Les dérivés du platine constituent a I'heure atdualne classe majeure d’agents

anticancéreux. Depuis la découverte du cisplatieenombreux composés de platine ont été
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synthétisés et évalués en tant que cytotoxiquesspaatine, le carboplatine et 'oxaliplatine
(Figure 15). Si ces molécules partagent la propriété fondaatente former des adduits sur
'ADN, ils présentent néanmoins des différenced f@marmacocinétiques qu’au niveau de
leur spectre antitumoral. Les dérivés de plating ges agents alkylants puisqu’ils possedent
un groupement chimique pouvant former des liaistnslentes ou adduits avec les acides
nucléiques de la cellule. Ces adduits vont inhieeplication de 'ADN et entrainer la mort
de la cellule. Les trois dérivés sont constituasndatome de platine lié a deux ligands, un
ligand transporteur et un ligand hydrolysable, afsle en fonction du dérivé. Pour le
cisplatine ou cis-diaminodichloroplatine et le aglatine, dérivés de premiere et deuxiéme
génération, les ligands hydrolysables sont resgmuoint deux atomes de chlore et un
cyclobutane dicarboxylate qui, sous l'effet de thglyse, sont remplacés par des molécules
d’eau formant ainsi un composé commun, le cis-[(NPB(H20)2]2+ ou diaquoplatine . [49]
Pour l'oxaliplatine, le ligand transporteur estdeminocyclohexane (DACH) et le ligand
hydrolysable est I'acide oxalique. L'oxaliplatinst@ctivé par la perte du groupement oxalate
qui est remplacé par deux ions chlore. L'oxaliplatest ainsi transformé en DACH-dichloro-
platine, métabolite actif. Ces composés formés hyairolyse spontanée vont exercer leur
cytotoxicité en formant des adduits sur ’'ADN, plexticulierement au niveau de I'atome N7
des bases guanine et adénine. Ces adduits peuvemné@nofonctionnels (liés a une seule
base) ou bi-fonctionnels (liés a deux bases). Wjemeade la structure des adduits formés par
le cisplatine montre que les ponts intra-brins guaiguanine (dGdG) représentent 60 a 65 %
du platine lié avec I'ADN, les ponts adénine-guan{dAdG) représentent 20 a 25 % et les
ponts intra-brins guanine-guanine non adjacent$%@ Les adduits restants sont constitués
de diverses liaisons telles que des liaisons intesket des adduits monofonctionnels.

Bien que les adduits formés par le carboplatinergoidentiques, sa cytotoxicité est plus
faible que celle du cisplatine car I'hydrolyse gisis lente. Pour I'oxaliplatine, la réactivité du
DACH-platine vis-a-vis de 'ADN est largement inféure a celle du cisplatine c’est-a-dire
gu’en concentration équimolaire, I'oxaliplatine fog moins d’'adduits que le cisplatine.
Cependant, le potentiel cytotoxique de I'oxalipiatiest plus fort que celui du cisplatine dans

de nombreuses cellules tumorales. Le groupementHDA@ saillie a I'extérieur du sillon
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majeur de ’ADN et produit un adduit plus encomlirgne ceux formés par le diaquoplatine

[51].
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Figure 15: Structure des dérivés du platine [50]

Le positionnement du groupement cyclohexane, sacprebrement, sa nature apolaire et le
fait gqu’il induit un rétrécissement du sillon majeempécheraient sa reconnaissance par les
systemes de réparation (notamment celui de réparates mésappariements ou MMR).

L’échec des chimiothérapies anticancéreuses egsarie di a des phénomenes de résistance
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intrinseque a la tumeur et présente d’emblée ouisequ cours du traitement. Six processus
majeurs ont été répertoriés dans la résistancesplatine :

1) une diminution de I'accumulation intracelluladte médicament

2) une inactivation par conjugaison avec des gnmgoes thiols

3) une augmentation de la réparation de 'ADN

4) une modification de la fonction de certaineggires régulatrices du cycle cellulaire

5) la tolérance aux lésions formées par une syattiasslésionnelle

6) l'altération de linduction de la mort cellulair(par surexpression de protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl-xl) [50].

Une diminution de 20 a 70 % de la concentratiorisplatine a été observée dans les lignées
cellulaires résistantes au cisplatine. Les mécasspotentiellement impliqués dans cette
diminution de I'accumulation sont les phénomenasfldx et d’efflux notamment par les
transporteurs du fer (Ctrl, ATP7B et ATP7A), maisa par MRP2 (ABCC2 ou cMOAT)
[52].

La voie de conjugaison au glutathion intervientslndétoxification des dérivés de platine et
diminue leur cytotoxicité en inhibant la formatiofadduits a 'ADN. Des concentrations
augmentées de GSH ont été observées dans desslicelédaires résistantes au cisplatine et
dans des tumeurs issues de patients résistantspdatioe. Les métallothionéines, qui jouent
un réle dans I'homéostasie des ions Zn2+ et danséranismes de détoxication des métaux
lourds, peuvent étre impliquées dans la détoxinates dérivés de platine [57].

Les mécanismes impliqués dans la réparation desitadde platine sur '’ADN sont
majoritairement le systeme de réparation par extisie nucléotides (NER) qui élimine les
mutations induites par des carcinogenes environntme et le systeme de réparation des
meésappariements (MMR) qui répare des erreurs dieatpn. Le NER répare les adduits des
trois dérivés de platine et diminue donc leur aytatité. Les protéines du NER comme XPA,
ERCC1-XPF et XPB ont une expression plus élevés Emtumeurs résistantes aux dérivées
de platine [58].

Le MMR fonctionne differemment puisque les prot&imi MMR reconnaissent les adduits
formés par le cisplatine et le carboplatine sulDIMy mais ne permettent pas de les réparer.

Tout au contraire, elles vont induire I'apoptoselaleellule et par conséquent participer a la
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cytotoxicité. Aussi, les cellules déficientes en RMsouvent lié au phénotype d’instabilité
des microsatellites MSI) présentent une résistaage cisplatine et au carboplatine.
L’oxaliplatine, en revanche, n’est pas reconnulpayMR donc ce systeme ne contribue pas
a sa cytotoxicité et peut étre utilisé dans destusdéficientes en MMR, comme les tumeurs
colorectales dans lesquelles le cisplatine ourlleagdatine ne sont pas actifs.

Le cisplatine, le carboplatine et 'oxaliplatinetates profils de toxicité différents, en partie
expliqués par leurs propriétés pharmacocinétiqueasoxicité dose limitante du cisplatine est
sa néphrotoxicité qui nécessite, avant son admatiish, une hyperhydratation de 2 a 3 litres
qui doit étre instituée 8 a 12 heures avant la rarinjection de cisplatine, poursuivie tant
gue dure I'administration du produit et au moinggant les 24 heures suivantes. Les autres
effets indésirables provoqués par le cisplatine t somyélosuppression, ototoxicité,
neuropathies, nausées et vomissements (ces degt@ns corrigés par l'utilisation de
sétrons). La néphrotoxicité du cisplatine est dum@ accumulation au niveau des tubules
proximaux terminaux et distaux du néphron. La cate¢ion toxique intracellulaire du
platine va déclencher des phénomenes d’apoptoske etécrose. La production de ROS
(Reactive Oxygen Speciesemble intervenir dans le déclenchement de I'sgz&p mais pas
dans la nécrose [59].

L’ototoxicité du cisplatine semble étre, elle augsobvoquée par la production de ROS au
niveau des cellules ciliées de la cochlée (or@iterne) qui déclenche des signaux de mort
cellulaire, entrainant des déficits fonctionnels.

La toxicité dose limitante du carboplatine est Igéhatoxicité et plus particulierement la
thrombocytopénie. L'anémie et la leucopénie sumvign également et sont moins séveres en
monothérapie. La néphrotoxicité, I'ototoxicité esIneuropathies sont beaucoup plus rares
avec le carboplatine, excepté avec les protocadiksant des hautes doses [58].

La toxicité de I'oxaliplatine se manifeste par desiropathies sensorielles, notamment des
paresthésies et dysesthésies apparaissant au migeaaxtrémités, majorées par le froid. La
sévérité de ces troubles augmente avec la doseléamioxaliplatine mais est partiellement
voire completement réversible. La physiopatholafgecette neurotoxicité implique I'oxalate,
produit par hydrolyse de I'oxaliplatine, qui est dmélateur du calcium et qui va interférer

avec l'ouverture des canaux calcium-dépendants. €awmux sont impligués dans la
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transmission du potentiel d’action des cellulestaktes lors de la dépolarisation cellulaire et
leur dysfonctionnement est responsable des madatif@ss neurotoxiques. Les autres effets

indésirables de I'oxaliplatine sont hématotoxicitéusées et vomissements [60].

11.1.5. Les cytotoxiques intercalants

11.1.5.1. Les camptothécines (inhibiteurs de topotsnérases I)

La camptothécineg(Figure 16) est un alcaloide naturel extrait d’'un arbuste aisinle
Camptotheca acuminatida camptothécine est un agent cytotoxique pdidi@ment puissant
dont 'activité clinique a été étudiée dans leséam1970.

Son développement a été arrété en raison d’uneit@xion contrélable a type de cystite et
d’entérocolite hémorragiques. Le mécanisme origiuhalla camptothécine (inhibiteur de
topoisomérase ) a suscité de nouvelles rechemivesle contourner cette toxicité. Dans les
années 1980, des dérivés plus hydrosolubles ontsyténétisés dont le topotécan et
I'irinotécan. Ces dérivés de la camptothécine slestinhibiteurs sélectifs de la topoisomérase
I. Cette enzyme intervient dans le déroulementdtdgmentation transitoire de I'ADN en
segments simples brins, étapes indispensableséplieation et a la transcription de celui-ci.
L'inactivation de I'enzyme par les dérivés de lanpgothécine induit une stabilisation du

complexe topoisomérase-I-ADN avec induction dewassimple brin [61].

11.1.5.2. Les anthracyclines (inhibiteurs de topoismérases Il)

Les anthracyclines, que l'on appelle également baigques anticancéreux, ont été
initialement développées comme antibactérienss étlat partie d’'une des plus importantes
classes de médicaments cytotoxiques. Ces molésalgsproduites par un champignon, le
Streptoccocus peucetivariété caesius seule l'idarubicine est un dérivé synthétiqueerBi
gu'’il n’existe que peu de différences structuraee tous ces composés, la daunorubicine et
l'idarubicine présentent une activité majeure ddes leucémies aigués alors que la
doxorubicine possede un spectre d’activité beauquup large incluant de nombreuses
tumeurs solides. Un nombre important d’effets biodhues ont été décrits pour les
anthracyclines et leurs dérivés anthracenediones.c6mposés empéchent la transcription de
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'’ADN par un mécanisme d’intercalation. Ces molésulont en effet s'insérer entre deux
paires de bases consécutives de I'ADN, entrainansi &eur éloignement. L’ADN, ainsi
déstructuré, n’est plus fonctionnel. On a longtermnpsque le phénomene d’intercalation était
la base de l'activité de ces anthracyclines, encaimécanisme ne permet que la stabilisation
des complexes ADN-topoisomérase llI-médicament. &ethracyclines, par leur fonction
quinone, générent également des radicaux libresf@éid dans les cellules cancéreuses, mais
également dans les cellules saines. Les défensgsnatiques telles que les superoxydes
dismutases et catalases permettent de protégeellakes de la toxicité des anthracyclines en
particulier sur le myocarde. L'utilisation concoanite de chélateur de fer augmente cet effet
protecteur. De plus des liposomes d’anthracyclora@sété fabriqués pour diminuer la toxicité
cardiaque de cette classe de médicaments. L'exposites cellules aux anthracyclines
conduit a I'apoptoseia la p53, I'activation des caspases mais égalemesydeme ligand-
récepteur fas. Il n'est pas possible d’évoquerngsanismes d’'action des anthracyclines
(Figure 17) sans mentionner le phénomenenadiglti drug resistancéMDR). En effet, alors
que pendant longtemps il a été suggéré que I'emteseanthracyclines dans la cellule se
faisait par I'intermédiaire d’'un transporteur, n@#/ons maintenant que cette pénétration se
fait par diffusion passive de la molécule non iéeisA l'inverse, la sortie des anthracyclines
de la cellule est médiée par une protéine quedjgpelle la p170-glycoprotéine ou PgP qui
est une protéine transmembranaire capable de pohgrerde la cellule de nombreuses
substances anticancéreuses, de structures trégediffs, telles les anthracyclines, les vinca-
alcaloides, les épipodophyllotoxines...C’est pourgos d'une hyper expression de cette
protéine, il est question du phénomene de résistanuti drogue [62].
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Figure 16: Structures des camptothécines [63]
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Figure 17: Arrét du cycle cellulaire des cellules normaletuiatorales en présen

Irinotecan

d’Irinotecan [64]

11.2. Médicaments cytotoxiques agissant indirectement sUtADN
[1.2.1. Médicaments anticancéreux inhibant la synthese déADN

11.2.1.1. Les antmétabolites

Les cytotoxiques antiétabolite inhibent la synthese des acides nucléiques ( et ARN),
indispensables pour la multiplication et la diffaiation des cellule

Leur structure chimique est voisine de celle daspmasés naturels que les cellules utilis
pour synthétiser les bases azotées (purine, pyinmidorécurseurs des acides nuclés. Les
cytotoxiques antis métabolite bloquent le fonctionnement de certaines enzymes
interviennent dans le métabolisme cellulaire. Q# gles produits de synthése, ayant subi
modifications de structure qui en font u« fausse clé » bloquant laserrure» de l'activité
cellulaire. lls sont connus et utilisés depuisitades années 1940. IIs se répartissent en
classes principales, selon qu’ils interférent aVecide folique, les bses puriques ou

pyrimidiques [65].
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11.2.1.2. Analogues de I'acide folique

Ce furent les premiers anti-métabolites utiliséscimque. Farber et ses collaborateurs ont
montré des 1948 que I'aminoptérine, un analogukadile folique, présentait des propriétés
anti-leucémiques avec mise en rémission d’enfateints de leucémies aigués. Puis, petit &
petit, I'utilisation des anti métabolites et entmadier du méthotrexate (MTX|Figure 18)
s’est étendue aux tumeurs solides, cancer du canter ORL, choriocarcinome et méme a
des pathologies non cancéreuses pour des proprigidsinosuppressives comme par
exemple la polyarthrite rhumatoide, la réactiorgoeffon contre I'héte apres greffe de moelle

osseuse et le psoriasis [66].
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Figure 18: Structure du methotrexate comparée a celle dalalique [68]

Le MTX est le chef de file des antifolates et cduoset depuis un demi-siécle I'un des
médicaments anticancéreux les plus utilisés en -gulypiothérapie dans de multiples
indications tumorales. Il interagit avec le cyckel@cide folique en inhibant la dihydrofolate
réductase (DHFR), enzyme responsable de la cooveds I'acide folique en folates réduits,
entrainant une accumulation de forme oxydée inactv'arrét de la synthese des purines et

de I'ADN. La recherche de nouveaux anti-folateststientée vers la synthese de nouveaux
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médicaments inhibiteurs de la DHFR (comme le tnimétte, I'édatrexate ou le piritrexim) ou
de molécules ciblant d’autres enzymes folate-dépeted comme la thymidilate synthétase
(TS) (raltitrexed, plévitrexed, nolatrexed), la glyamide ribonucléotide formyltransférase
(GARFT) et la 5-aminoimidazole- 4-carboxamide ribolkéotide formyltransférase
(AICARFT) [lométrexol, LY309887, AG2034].

Le pemetrexed, découvert au début des années 199bwrs des études de relations
structure-activité du lométrexol, est actuellemenseul antifolate ciblant plusieurs enzymes
impliquées dans la synthése des purines et demigymes. Lors de son développement
clinique, il a présenté un large spectre d’act@wvec une activité antitumorale intéressante
dans les cancers des voies aérodigestives supFigtigure 19) Ainsi quedu célon, du
sein, du poumon non a petites cellules et dansélsothéliome pleural. Le pemetrexed ou
acide L-glutamique, N-[4-[2-(2-amino-4,7-dihydroe4y-1H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidine-5-ul)
éthyl] benzoyl] possede deux particularités stmatas par rapport au MTX: l'azote
benzylique est remplacé par un chainon méthylénen eycle pyrrole se substitue au cycle
pyrazine du noyau ptéridine de I'acide folique [67]

La modification au niveau de la charniere centialait été proposée pour le lométrexol,
analogue direct du MTX. La structure du pemetregsdit été choisie pour pallier un
probleme de synthése du lométrexol. Le remplacemherdycle a 6 atomes par un cycle a 5
atomes renforce l'activité antifolate du produite pemetrexed inhibe plusieurs enzymes
impliquées dans la synthése des purines et desipymies, en particulier la TS, la DHFR, la
GARFT et I'AICARFT [69].

Le pemetrexed inhibe principalement la TS, enzyesponsable de la transformation par
méthylation de la désoxyuridine monophosphate (dYMR thymidine monophosphate
(dTMP), précurseur direct du nucléotide thymidimghosphate (dTTP) incorporé dans
I’ADN. Mais il agit sur les trois enzymes (GARFTSTet DHFR), car c’est un antagoniste du
folate réduit ou 5,10-méthyléne tétrahydrofolat®facteur de ces trois enzymes. Le
pemetrexed pénetre dans la cellule grace a deuensgs de transport: les protéines
membranaires transporteuses des folates et lensystie transport des folates réduits. Le
reduced folate carrier(RFC) est le transporteur bidirectionnel majeur piemetrexed.

L’affinité de ce dernier pour le RFC est deux fpiss importante que celle du MTX. En
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outre, le pemetrexed est un substrat de choixfinit# supérieure a celle des folates, au
récepteur des folates, ce qui entraine son entiée k& cellule et son internalisation sous
forme de vésicules d’endocytose. Enfin, le transpora pH optimal bas joue un réle mineur
dans son internalisation. L'efflux du pemetrexetl @galement assuré par les protéines de
résistance multiple de typaultidrug resistanceroteins(MRP). Une fois dans la cellule, le
pemetrexed est transformé en formes poly glutanjadeda folylpolyglutamate synthétase
(FPGS). Cette polyglutamylation de la molécule (pgexed-[cglu] n) par la FPGS
potentialise considérablement son action anti-TSami-GARFT, mais ne change pas
I'activité anti-DHFR. De plus, la forme polyglutatea fortement polarisée, facilite sa
rétention intracellulaire. Des taux intracellulairélevés en pemetrexed (cglu) 5 inhiberaient
d’autres enzymes normalement peu sensibles au pemeétnon glutamylé, telles que la C1-
tétrahydrofolate synthétase et 'AICARFT [70].

O COyH
N
H
CO5H

Figure 19: Structure du permetrexed [71]
L’inhibition conjointe de multiples enzymes se w#ddpar des perturbations majeures et
irréversibles du stock intracellulaire de folatéduits. La forme pentaglutamate (pemetrexed-
[cglu] 5) est a l'origine de l'efficacité du pemetied et pourrait étre considérée comme une

pro drogue a l'origine des métabolites polyglutagsylresponsables de I'action cytotoxique.
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La tres forte affinité du pemetrexed vis-a-vis @eHPGS rend la polyglutamylation du
pemetrexedFigure 20) 90 a 195 fois plus efficace que celle du MTX ehmlerait & cette
molécule un avantage thérapeutique important pppord aux autres antifolates. Apreés
'action du pemetrexed, il existe une chute impudadu taux de dTTP associée a une
disparition, concomitante du dCTP (désoxycytidineiphbsphate) et du dGTP
(désoxyguanosine triphosphate), et a une augmentdti taux de d'ATP (désoxyadénosine
triphosphate) [72].

La déplétion en dTTP léeve linhibition de la dCMRégoxycytidine monophosphate)
désaminase. N'étant plus inhibée, la ACMP désamijuage pleinement son réle, convertit la
dCMP en dUMP et induit ainsi une perte en dCTP.<Dianméme temps, la déplétion en
dTTP réduit l'activation de la ribonucléoside digpbate réductase, enzyme responsable de
la transformation du GDP (guanosine diphosphate@DP (désoxyguanosine diphosphate).
L’inhibition de la GARFT observée uniquement avecpemetrexed serait une cause non
encore élucidée de l'augmentation du dATP. Le miéoam d’action particulier du
pemetrexed a un effet tres caractéristique suydke cellulaire. Avant d’'induire I'apoptose, il
synchronise une population de cellules leucémiglygsphocytaires (CCRF-CEM) a
l'interface G1/S. Celles-ci entrent ensemble ensph@ tout en préservant leur aptitude a
incorporer un précurseur nucléosidique dans lanehdiacide nucléiqgue en formation. Cet
effet atypique de synchronisation cellulaire adigervé avec le pemetrexed et le raltitrexed,

antifolate inhibiteur de TS, mais non pas avealdgolates sélectifs de la GARFT. En outre,

I'expression de '’'ARN des enzymes cibles est lide taxicité du pemetrexed [73].
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Figure 20: Mécanisme d’action du permetrexed [74]
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11.2.1.3. Analogues des bases pyrimidiques

*Les pyrimidines fluorées

La premiere des pyrimidines fluorées, le 5-fluoemile (5-FU)(Figure 21), a été synthétisée
par I'équipe de Heidelberger en 1957 a l'univerditéVisconsin aux Etats-Unis. Le 5-FU est
une drogue majeure dans I'arsenal thérapeutiquieittie contre le cancer puisqu’au moins
50 % des protocoles utilisés contiennent cette cutde Le 5-fluorouracile (5-FU), comme la
plupart des agents anticancéreux, possede un itidgapeutique étroit. De nombreuses
toxicités, parfois séveres, sont rapportées ctepdtents traités en situation conventionnelle,
adjuvante ou métastatique : 31 % de toxicités ddegtll-IV et 0,5 % de mortalité dans une
population de 1 219 patients traités par 5-FU hadti0 a 25 % de toxicités de grade IlI-IV
en perfusion continue [75].

Ces effets toxiques peuvent étre dus a une surigigpogu médicament, liée a une importante
variabilité interindividuelle du métabolisme. Langdropyrimidine déshydrogénase (DPD) est
la principale enzyme responsable du catabolisme 5deU en le transformant en
dihydrofluorouracil [36]. Cette transformation ttwcla majorité du 5-FU, laissant une faible
part & I'anabolisme et a I'activité cytotoxique. éJactivité élevée de la DPD n’améliore pas
le pronostic, mais s'il est insuffisamment métadlile 5-FU peut présenter des effets
toxiques. Il existe différents effets indésirablés a I'usage du 5-FU : érythrodysesthésies
palmoplantaires (10 %), stomatites (10 %), hypediinémie (6 %) et surtout neutropénie
grave (6 %) et diarrhées fréquentes. Dans 39 a 8@%«as de toxicité sévere liée au 5-FU,
une diminution de l'activité enzymatique de la DRIeut étre détectée au niveau des
leucocytes circulants. En particulier, il est ratré une neutropénie chez 55 % des patients
deéficients par opposition aux 13 % de neutropémmsouvées chez des patients non
déficients.

Ce déficit d’activité est principalement d’origirgenétique. Le gene codant la DPD est

localisé sur le chromosome 1 et comprend 23 exofis [
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Figure 21: Structure du 5-fluorouracile [76]

11.2.1.4. Lespoisons du fusea

Les poisons du fuseau qui agissent directemeniasuonitose sont les vrais médicame
antimitotiques, a cible de ces antimitotiqu« vrais »est le microtubule, constituant cellula
ubiquitaire. SorrGle le plus connu se situe au niveau du fuseaatioute, au moment de

division cellulaire, les microtubules deviennergstmombreux et constituent le fuseau
division. lls interviennent également dans de nauabes fonctions cellulair : ils contribuent
a maintenir en forme les cellules. lls sont paligtement nombreux dans les axones

cellules nerveuses, ils jouent un réle dans la ébicellulaire, dans les liaisol
intercellulaires et dans les transports intracaitak et enfin ils juent un réle modulateur s
les interactions facteurs de croisse-récepteurs de surface [77].

Les microtubules sont constitués par des polyméeetubuline, d’'un poids moléculaire

100 kilodaltons. La tubuline est eméme constituée de deux soustésgui different par
guelques polypeptides acides. Les microtubules exoigquilibre dynamique avec les dime
solubles de tubuline. Cet équilibre peut étre méddans un sens ou dans un autre, pa
signaux générés par les différentes phases cle cellulaire et régulé par la guanosin-

triphogphate (GTP) ou par le calcit [75].

De nombreuses substances issues de plantes agigsstrg microtubule
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Cette action est probablement a la base des waddgcinales attribuées a ces plantes depuis
des siécles. Les antimitotiques, dont les dériyéshgtiques restent encore aujourd’hui des
médicaments de choix dans le traitement des cantes alcaloides de la pervenche
(vincristine et vinblastine étant les prototypesitsutilisés depuis plus de 40 ans notamment
dans le traitement des hémopathies [78].

Des substances issues de I'écorce de ['if, lesnsscdont partie des drogues de référence dans
le traitement du cancer du sein.

Les vinca alcaloides et les taxanes ont des s#dxation distincts et des effets opposés sur
la polymérisation de la tubulirie vitro. In vivo, I'effet se traduit par un ralentissement ou un
arrét de la mitose entre métaphase et anaphasepaxfeis apparition de figures de mitoses
anormales.

Les médicaments antimitotiques sont des composéstgwiennent pendant la mitose elle-
méme, quand les chromosomes dédoublés doivent migriong des tubules du fuseau
cellulaire, vers un des deux pdles, avant la séipardes cellules [79].

11.2.1.5. Les vinca alcaloides

Les alcaloides sont issus de la pervenche de Madag&atharanthus roseusu Vinca
rosea Le premier alcaloide extrait en 1952 fut la vineépuis d’autres furent extraits ou
fabriqgués chimiqguement par hémisynthése avec os satification de leur structure. Ce
sont de vrais antimitotiques et interviennent enpé&rhant la formation du fuseau
chromatique qui permet la séparation des chromos@ameours de la mitose.

Ainsi, les cellules restent bloquées au stade dmilase et ne peuvent pas se diviser. La
caractéristique commune de ces alcaloides estékgepce de deux noyaux couplés dans la
plante qui sont la catharantine et la vindolines @eduits different essentiellement par leurs
constantes pharmacologiques et par leur aptituddfiser dans les différents secteurs de
I'organisme [80].

La vinblastine, découverte en 1957, fut le prenalealoide de la classe utilisé en clinique
puis vinrent la vincristine, la vindésine, la viatirine et enfin, beaucoup plus récemment, la
vinflunine (Figure 22)[82].

49



Vinblastme Vincristine

Vindesine Vinorelbine

Figure 22: Structure des vincalcaloidesutilisé en chimiothérap. [81]

Les vinca alcaloides sont des agents antimicroaitesl qi se fixent sur la sorunité de la
tubuline, a un site différent de celui de la catiié, le plus arien des antimitotiques. Ell¢
inhibent sa polymérisation en microtubules, ces pmsants majeurs du cytosquelette
interviennent dans de nombreuses fonctions caladacomme la mitose et la motil

La vinblastine est active sur les cellules quit engagées dans le cycle cellulaire, les blc

en G2/M et provoque une apopt83].
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Toutes les vinca alcaloides sont métabolisées afsie par le cytochrome P450 et leur
élimination est essentiellement biliaire. Ellesenmférent dans le métabolisme de certains
acides aminés conduisant a I'acide glutamique.

Les mécanismes de résistance aux vinca alcaloioies iftervenir le systtme MDR,
I'hyperexpression du gene, par lintermédiaire de dlycoprotéine P, entrainant une
augmentation de la sortie du médicament et unenditioin de sa concentration intracellulaire
[82].

11.2.1.6. Les taxanes

Les taxanes que I'on a longtemps appelés les ¢des® sont des dérivés alcaloides extraits
de I'if. Deux médicaments cytotoxiques ont été ddmeés, le paclitaxel extrait de I'écorce de
I'if américain, Taxus brevifoliaet le docétaxel, produit hémi-synthétique, obtenpaétir
d’'une substance, non elle-méme cytotoxique, ertrdés aiguilles de l'if européemaxus

baccata[82].

o : :
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Figure 23: Structure du Paclitax¢B5]
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11.2.1.7. Le paclitaxel

Le paclitaxel(Figure 23) se lie préférentiellement aux microtubules plop@aux dimeres de

la tubuline. Cette fixation est spécifique et réiele. Le site de liaison du paclitaxair les
microtubules est différent de celui de la GTP,aledIchicine et deginca alcaloides. [86]
Contrairement aux autres antimitotiques qui empéckaepolymérisation de la tubuline en
microtubules, le paclitaxel modifie I'équilibremicrotubules-tubuline en faveur des
microtubules, en abaissant la concentratiotique de la tubuline nécessaire a la formation
des microtubules. Ceci se réalsans GTP. Au cours de la mitose normale, les odexdri
migrent aux deux poles da cellule, formant chacun I'aster du fuseau matod, qui joue un
réle primordialdans la séparation du matériel chromosomique dugligvant la séparation
tubulaire. Dans les cellules traitées par le paadit se forme un nombre excesdifsters
anormaux qui ne sont pas associés au centriolearAfgsent égalemeides microtubules
groupeés en paquets, alignés de fagon paralléleldaysoplasme [87].

Les asters anormaux se forment pendant la mitass glie les paquets de microtubules se
forment pendant les phases GO/G1, S et G2 du cgtlidaire. Le paclitaxel empéche donc la
dépolymérisation de la tubuline [88].

11.2.1.8. Le docétaxel

Le docétaxel agit de la méme maniere que le paelitaur la formation de microtubules
(Figure 24).

Mais en plus de son action facilitatrice de I'asbime de la tubuline, le docétaxel est capable
d’altérer certaines classes de microtubules, tesles microtubules Tau-dépendants.

Ainsi, les polyméres générés par le docétaxel etraiifférents de ceux obtenus avec le
paclitaxel. Le docétaxel induit également I'asseagbl de microtubules en paquets, mais
n'altére pas le nombre de protofilaments dans liesotubules, contrairement au paclitaxel.
Des molécules proches par leur mécanisme dactiea thxanes sont en cours de
développement, ce sont les épothilones, dérivessgithétiques de produits naturels. [90]
Toutes les molécules présentées ont des margepeudiques étroites ne laissant que peu de
place a une modulation importante des doses d'aptas que ces molécules ne sont plus que

tres rarement utilisées seules. La poly-chimioghiéraend leur utilisation encore plus
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complexe du fait du risque d’interaction médicarease qu’elle soit pharmacocinétiqgue ou
pharmacodynamique.
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Figure 24: Comparaison du mécanisme d’action des vinca attedodt des taxanes sur la
tubuline [89]

L’'association des cytotoxiques aux nouvelles chih@mpies dites « ciblées » ouvre une

nouvelle ére du traitement de la maladie cancéreass, obligatoirement, la rendre plus

simple [91].
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La thérapie génique est une nouvelle approche ghatmue utilisant 'TADN comme
médicament. Cette stratégie consiste a introduirgyéne étranger, appelé transgene, pour
corriger un défaut génétique ou palier au défiaind protéine essentiell@igure 25). La

thérapie génique a initialement suscité de grasgsies.

Elle repose sur une idée simple: dans le cas ddadies monogéniques, le traitement

consiste a remplacer le gene défectueux par le iganet. Dans le cas des maladies acquises
ou multigéniques, les choix sont plus larges etore plus dictés par la génétique [92].

Malgré d’énormes avancées accomplies ces quinzeedes années afin de faire de cette

utopie thérapeutigue une réalité clinique, I'engiasme des années 90 a fait place
aujourd’hui & un optimisme plus raisonné. En palic a cause des difficultés techniques

liées au transfert de géne qui ont considérablefneing sa mise en pratique.

Aprés un rappel des différentes modalités de temhsfe géne en usage a ce jour, nous
définirons les situations pour lesquelles cetteraqie est possible, avec une attention toute
particuliere au traitement des cancers du tubestifget les premiers essais cliniques s’y

rapportant [93].
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2. On crée un yecteur :

1. On préléve les cellules souches de la gy on utilise un virus que Fan rend

moelle osseuse du patient inoffensif en supprimant une

grande partie de son génome...

) s inatfensit

Ve

- pour y introduire la

umrs, ;1 ‘?‘}% cople modifiée du géne

5. Les cellules modifiées sont cible  remplacer ou

gene « médicament »

réinjectées au patient
X
a
‘ 3. On cultive les cellules en
‘ présence de ce vecteur

4. Le génome du vecteur s'intégre au génome des cellules
souches, leur apportant ainsi le gene « médicament »

Figure 25: Principe de la thérapie génique [96]

l.1. les différentes approches de transfert de gers de thérapie génique

La thérapie génique a été appliquée selon desgieatou des modalités multiples variant

selon le but recherché (complémentation ou rémargtie type de nucléotide transféré (ADN

complémentaire, ADN génomique, oligonucléotide bgtigue ou chimere d’ADN et

d’ARN), la modalité de transfert de géne (a l'aidan vecteur viral ou d'un vecteur

synthétique ) et enfin le protocole clinique d’adisiration retenuif vivo, in situou ex vivo

dans des cellules préalablement prélevées et @es)fi Le transfert du gene (appelé aussi

,,,,,
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dans un organe) om situ (injection directement dans le site pathologiquié)s:agira la de
I'administration directe de la combinaison vectgane thérapeutique. Le transfert peut aussi
étre effectuéex vivo :aprés prélevement des cellules du malade, unerewdesdites cellules
est effectuée dans des conditions de laboratoipgoppées favorisant leur multiplication,
puis ces cellules sont transfectées (on dit avassduites) par la combinaison vecteur-gene
thérapeutique et finalement réimplantéesitu apres avoir intégré le transgene. [94]

Les vecteurs de transfert de géene doivent rempisigurs conditions essentielles. lls sont
chargés de protéger le transgene dans le miligaaitiulaire, d’assurer la reconnaissance de
la cellule a transduire et de permettre le trartsportransgéne jusqu’au noyau. Pour faciliter
la pénétration du transgene dans la cellule ogdoe, on utilise des vecteurs viraux ou non

viraux [95].

I.1.1. Les vecteurs viraux classiques

Le géne thérapeutique est incorporé dans un vegtele transportera dans les cellules cibles
du malade. Les virus, naturellement doués pourtpg&mnéans la cellule vivante et détourner
sa machinerie pour s'y multiplier, ont trés tétt fagure de vecteurs idéaux. On ne peut
cependant les employer tels quels, en raison notrhde la toxicité des virus lytiques ou

transformants et des réactions immunitaires qd#éslenchent. La conception d’un virus pour
le transfert de géne requiert donc la délétion régsons du génome viral commandant la
réplication du virus tout en maintenant son pouudictant. Les inconvénients et risques de
ce type de transfert sont la taille limitée de I'MDransféré, une possibilité d’'intégration

mutagene et donc la transformation maligne desulesll transduites, la possibilité de

recombinaison du virus administré avec un virusvagea déja présent et les réactions

immunitaires dirigées contre les protéines de kdoppe virale [97].

1.1.2. Les vecteurs rétroviraux

Initialement, seuls les rétrovirus et les adénavfurent utilisés pour le transfert de géne. Les
rétrovirus thérapeutiques, dérivés habituellemémab-rétrovirus murins comme le virus de
Moloney, sont constitués d’'un seul brin d’ARN lilvéa L’ARN viral est alors transcrit en

ADN par la transcriptase inverse virale. Les rémgs sont principalement utilisés dans des
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stratégies de thérapie géniqar vivo pour infecter notamment les cellules de la moelle
osseuse. Les rétrovirus recombinants sont incapatibtteindre le noyau cellulaire sans
rupture de la membrane nucléaire, et ne s’'integtent que dans le génome des cellules en
division [98].

Le gene transféré est transmis aux cellules fibgpliquant ainsi la durée prolongée
d’expression. Malgré une bonne efficacité de tran8dn ex vivq ces virus présentent une
faible efficacité de transduction vivo en raison d’'une inactivation massive des particules
virales par les protéines du complément. Le risglee mutagenese activante et/ou
transformante des cellules transduites par de®wvigis reste bien présent, comme l'a
malheureusement démontré le cas des «enfants sbullesouffrant d'une grave
immunodéficience. La survenue récente de leucépaasi les malades traités et guéris par
transfert de gene dans les cellules souches héaiétmues pour un syndrome
d'immunodéficience liée a I'’X, nous rappelle le danpotentiel de ce systéme de transfert de
géene [99].

1.1.3. Les vecteurs adénoviraux

Les adénovirus, responsables d’infections laryngarygngées chez 'homme, sont constitués
d’un double brin d’ADN linéaire. Dans les vectead€noviraux recombinants, la région E1

du génome viral qui contréle la réplication du sirest remplacée par le transgéne d’intérét.
Ces vecteurs sont ensuite amplifiés dans des bgoéiulaires de complémentation pour la
protéine adénovirale E1, permettant la product®stdcks viraux au titre éleve. [100]

Ces virus capables d’infecter les cellules quiesseat en division avec une grande efficacité
assurent une expression transitoire du gene dént&ependant, l'utilisation de ces virus

comme vecteur de thérapie génique est grandenmeitédi par les réactions inflammatoires et
immunitaires conseécutives a l'injection de par@suladénovirales. En effet, les anticorps
préexistants provenant d’'une exposition antériearein adénovirus sauvage de méme
sérotype, fréquent chez la population adulte, eix geroduits a I'occasion de la nouvelle

injection neutralisent les adénovirus avant mémdrdasfert de gene. D’autre part, ces

anticorps peuvent entrainer 'accumulation de lyogytes T au point d’injection.
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Malgré le perfectionnement des techniques de ptaducafin de réduire le caractere
immunogéne des adénovirus de premieres génératiessecteurs font de moins en moins
figure de premier choix pour le transfert de gehezc’homme. De plus, le protocole de
thérapie génique réalisé par le groupe de Jim Wilgeait connu une issue dramatique
puisqu’il avait entrainé le décés d’'un malade dedf Le but de cet essai était de traiter un
déficit en ornithine carbamyl transferase par itiggc d’adénovirus recombinants par voie
parentérale. Les doses de virus injectées, peaitté&ip fortes, ont entrainé le déces de ce

jeune malade dans les jours suivants par défadlamdtiviscérale [101].

1.1.4. Les nouveaux vecteurs viraux

Aujourd’hui, I'évolution de la thérapie génique ose essentiellement sur le développement
de nouveaux systéemes de transfert de génes. ilgrdadtre sars, efficaces, spécifiques d'un
type cellulaire et capable de fonctionner danscaédiales qui ne se divisent pas en assurant la
stabilité de I'expression du gene d’intérét. Enkgur production industrielle doit étre fiable et
rentable. En réponse a ces attentes, les vectecombinants SV40, les virus associés aux
adénovirus (AAV), les virus de I'herpés simple (HA! les lentivirus ont été développés et
modifiés pour le transfert de gene [102].

1.1.4.1. Les vecteurs recombinants SV40

Les vecteurs recombinant SV40 (pour simian virus-dPpartiennent a la famille des
parvovirus a double brin d’ADN. L'antigene granddy Tag est excisé et remplacé par un
site de clonage multiple et empéchant non seuletag@plication virale, mais aussi le risque
de transformation des cellules transduites. Ung éoilébarrassés » de la séquence codante
pour I'antigéne T, ces vecteurs recombinants pduger produits a de tres forts titres, ne
sont pas immunogenes, et sont capables d’assueeexpression a long terme du transgéne
dans des cellules quiescentes ou en division [100].

La principale limitation de ce systeme vectoridl lastaille du transgéne délivré, qui ne doit
pas excéder 5 000 paires de bases. Les vecteuwmbe@nts SV40 se sont montrés

particulierement efficaces pour le transfert deegetmérapeutiques dans les cellules souches
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hématopoiétiques, le foie, les cellules du systaere@eux central et les lymphocytes i,
vitro etin vivo. Enfin, ces vecteurs permettent le développemerstrdécgies thérapeutiques

innovantes, notamment par transfert d’ARN interfiésg103].

Synithetic polylA)
signal [ transcriptional

pause site
tfor Backgrownd
Amp’ reduction)

kpnl |5
i1 sacl |11
Miul |45
Mhel |21
Smal | 28
pGL3-Pramoler xhal a2
Veclor Balll |2&
(S010bp)

2202 | Sall SV40 Fromoter

2196 | BamH|

SVE0 late
poly(A) signal
for luc+ reporter)

Mool 278
Hpal 2054

xbal 1934

Figure 26: Structure des vecteurs recombinants [104]

[.1.4.2. Les vecteurs AAV

Les AAV sont des parvovirus de type 2 non envelsppéADN simple brin, dépourvus de
pouvoir pathogene chez I'hnomme. Malgré leur fragjlils peuvent infecter les cellules
quiescentes avec une bonne efficacité, et s'intégtans une région spécifique du génome
héte (bras court du chromosome 19 humain). Cepénisuprésentent certaines limites. En
effet, une stimulation chimique, physique (irraitin} ou virale (co-infection avec des
adénovirus) est nécessaire a la production d’AAsbmebinantgFigure 27). D’autre part, la
relative petite taille du virus sauvage (4,8 kbpase le transfert de genes de petite taille.

Malgré une immunogénicité moins marquée que cebs gecteurs adénoviraux, les
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protocoles d’administrations répétées sont pewcafés en raison de I'apparition d’anticorps

neutralisants, limitant les possibilités d’applioatthérapeutique chez I'hnomme [105].

séguence géne de géne de
d'expression des  réplication de fabrication de
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thérapeutique de type AAV.

© RC2C

Figure 27: Etapes de la fabrication d’'un vecteur viral thétdjopie de type AAV [106]

1.1.4.3. les vecteurs lentiviraux

Les lentivirus sont des rétrovirus apparentés eus\wd’'immunodéficience humaine (VIH). lls
sont capables d’infecter des cellules au repos ave@rande efficacité. lls s’integrent dans le
génome permettant ainsi une expression de longée den I'absence de division cellulaire,
le complexe de préintégration gagne le noyau patefmédiaire des pores nucléaires. Leur

production s’apparente a celle des rétrovirus wjass.
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Des études préliminaires sembleraient établir lsupériorité par rapport aux rétrovirus
murins [107].

Retrovirus genera
0  Genus Examples
E Alpharetrovirus Avian leukosis virus (ALV)
L Rous sarcoma virus (RSV)
Betaretrovirus Mouse mammary tumor virus (MMTV)

Mason-Plizer monkey virus (MPMV)

Jaagsiekle sheep retrovirus (JSRV)

¢ |Gammaretrovirus Murine leukemia viruses (MuLV) — RETTOViral vectors
Feline leukemia virus (FeLV)

Gibbon ape leukemia virus (GaLV)

Reticuloandotheliosis virus (RevT)

| Dettaretrovirus Human Tymphotropic virus (HTLV)-1, 2

i Bovine laukemia virus (BLVY)

, Simian T-lymphotropic virus (STLV)-1, -2, -3

n |Epsilonretrovirus Walleye dermal sarcoma virus

a Walleye epidermal hyperplasia virus 1 -

e |Lentivirus Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) e LENtiViral vectors

Figure 28: Différents types de vecteurs utilisés en thérapragyue [108]

1.1.4.4. Les vecteurs synthétiques

La nécessité d’éviter les réactions immunitairédsreé certains chercheurs a mettre au point
des vecteurs inertes, lipides ou polyméres catimsgdont la structure est proche de celle de
la membrane cellulaire, dans lesquels sont inskE®dransgenes. Les constructions non
virales, retrouveées sous forme d’ADN nu ou d’ADpNolicomplexé, peuvent véhiculer de tres
grands morceaux d’ADN. Ces méthodes d’administnataxilitent la production de I’ADN
médicament en supprimant toutes les étapes congpletatives a la préparation et aux
dangers liés a l'utilisation de vecteurs viraux. Evanche, ces techniques non virales
souffrent d’'une faible efficacité de transfent vivo et n’assurent pas une expression du
transgéne de longue durée [109].

1.1.4.5. L’ADN nu

L’ADN nu (contenant la séquence thérapeutique)rgstté dans le tissu cible sous forme de

plasmides minicercles (molécule circulaire) ou pCdpour origine de réplication
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conditionnelle). Il est ensuite intégré dans ldtules par des mécanismes encore inconnus.
Les minicercles ne contiennent ni séquences dstaése aux antibiotiques pour éviter les
dangers éventuels de leur dissémination dans femwement, ni séquence d’origine de

réplication dans les bactéries.

Tableau I: Principales caractéristiques des vecteurs viralliség dans les protocoles pré-
clinigues et/ou cliniques de thérapie génique [109]

Désignation | Rétrovirus Adénovirus AAV Herpes lentivrus SV40r
Taille
maximale du 8 kb 35 kb 4.8 kb 30 kb 10 kb 5 kb
transgene
Cellules Division Division active Division Division Division Division
cibles active et quiescente | active (+/- active et active et active et
guiescente)| quiescente | quiescentd quiescente
Mode Ex vivo Ex vivo Ex vivo EXx vivo In vivo
d’administra In situ In situ Ex vivo In situ In situ In situ
-tion
Expression Stable Transitoire +/- stable Transitoirg Stablp Stable
du transgene
Taux Modére Elevé Modére Modéré Modérg Elevé
d’expression
Risques Intégration| Inflammation Intégration | Neurotoxique| Intégration| Intégration
mutagene | immunogénicité] mutagene mutagene,| mutagene
Intégration | recombinail réaacquisiti
mutagene -son onT
VIH
sauvage
Immunité Non Oui Oui Oui Non Non

préexistante

Ce systeme de transfert de géne est limité patraaeourte durée d’expression du transgéne
dans la plupart des tissus, et un taux de transeuektrémement faiblex vivoetin vivo. La
faible efficacité de transfert de TADN nu peute&étompensée par la technique
d’électrotransfert. Cependant, cette derniére agh@st pour I'instant quasi exclusivement

réservée au transfert de gene dans le muscle sipusdg110].
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1.1.4.6. L'ADN complexé

L’ADN est une molécule chargée négativement, d'odéé¢ de la complexer avec des
molécules chargées positivement (lipides catiordiquml autres polymeéres) par des
interactions électrostatiques. Le « voyage inttatate de I'ADN » est long et difficile, mais
possible. Le complexe ADN/vecteur pénétre plusldament dans la cellule: le liposome
cationique ou le polycation fusionne avec la meméreellulaire apres liaison aux protéines
membranaires chargées négativeniBigure 29)[111].

L’ADN est ensuite incorporé par endocytose pourtegvine dégradation extracellulaire.
L’ADN quitte ensuite 'endosome et doit échappek dagsosomes afin atteindre le noyau
cellulaire. L’absence de stimulation immunitairecemrage les protocoles de ré-injection,
permettant une expression soutenue du transgerapéutique [110].

Quel que soit le vecteur synthétique utilisé, I'egsion du transgéne reste temporaire du fait
de I'absence d'intégration dans le génome de laleehdte. Cependant, 'incorporation de
séquences peptidiques de localisation nucléairdi@eda translocation du transgene dans le
noyau et donc le niveau d’expression général. Paasivecteurs, les polymeres linéaires
d’éthylenimine de 22 KDa ou polyéthylenimine (PE sont avérés particulierement
efficaces pour le transfert de genes thérapeutigg®ductible et non toxique. Ce vecteur
peut étre administré par injection intraveineusgsacérébrale, ou intrapéritonéale. Le PEI
condense I'ADN en particules chargées positivemeapables d’interagir avec les
protéoglycans anioniques de la surface cellulditd].

Apres entrée par endocytose, le PEI joue le rélemal’éponge a protons permettant de
tamponner le pH des endosomes et ainsi protég®N Aansgenique, pour ensuite le libérer
dans le cytoplasme des cellules transfectées. lLa BE utilisé plus particulierement comme
vecteur de transferih vivo dans des modeles de cancers ORL implantés cheaulds s

athymique et cancer du pancréas établi chez leteanhsré [110].
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Figure 29: Synthese de ’ADN complexé [112]

1.1.5. Les techniques de ciblage

Afin de cibler I'action du géne thérapeutique, st possible de modifier par pseudotypage la
reconnaissance entre le vecteur et la surfacelaediuou d'utiliser des éléments géniques
spécifiques du tissu ciblé [113].

1.1.5.1. Le pseudotypage

Le pseudotypage consiste a produire des glycopexéid’enveloppe chimeres, par
I'utilisation le plus souvent de protéines d’enygle du virus de la stomatite vésiculaire
(VSV-G). Cependant, ces modifications peuvent édfetaptitude des vecteurs a fusionner

leur membrane avec celle de la cellule, et donc dapacité a réaliser le transfert de gene.
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L’incorporation dans les complexes polycationigdesomposés reconnaissables par certains
récepteurs membranaires (intégrines, asialogly¢éipes) améliore et rend plus spécifique
'endocytose cellulaire. Enfin, le ciblage des walgé tumorales peut étre obtenu par
I'incorporation d’anticorps spécifiques d’antigertamoraux membranaires dans le complexe
ADN-transporteur [112].

1.1.5.2. Le ciblage moléculaire

Le transfert de gene peut étre ciblé au niveau ecntdé@e, a l'aide de séquences d’ADN
régulatrices. Il est possible de controler la teaipsion du transgéne d’intérét a l'aide de
promoteurs permettant I'expression génique danypm cellulaire défini, en fonction de son
équipement en facteurs de transcription. On pensi aitiliser des promoteurs dits tissus
spécifiqgues. L'exemple le plus couramment retenu cetui de la télomérase, enzyme
surexprimée dans 85 % des tissus cancéreux. Sonofgor est ainsi utilisé pour assurer
I'expression des transgénes dans les tissus tumadtalciblage du transfert de gene peut de
méme étre réalisé a l'aide de séquences d’enttémendes ribosomes (IRES), assurant cette

fois une traduction tissu-spécifique [114].

|.2. Bases clinique de la thérapie génique

Les insuffisances de certains traitements dispesildloivent justifier la recherche de

nouvelles approches thérapeutiques telle que lepheé génique. L'évaluation du risque

encouru par rapport au bénéfice escompté est rades® méme que le choix de I'outil de

transfert. Deux questions se posent : est-ce quideséissu cible sera touché (en particulier,
est-on sOr de I'absence d’atteinte des gamétes)gehe transféré va-t-il persister dans les
cellules avec ses avantages (effet thérapeutiqanmeé) et ses inconvénients éventuels
(mutagenése). En marge des données précliniquesiquias de toxicologie, pharmacologie,

tolérance locale et générale, des effets plus fpées incluant les réactions immunitaires

sont a rechercher [115].

Ces études se heurtent a l'insuffisance prédiatieecertains modéles animaux. Enfin, le

devenir du transgéne dans 'organisme doit étree@vant tout essai clinique ainsi que la
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biodisponibilité du vecteur et la durée de sorresgion. Les essais réalisés ces dix dernieres
années ont démontré que les causes essentielid®d’'des essais de thérapie génique était la
faible efficacité de transfert, le temps limité xpeession du transgene et la difficulté, dans les
maladies polygéniques, de définir le meilleur geaedidat.

Les indications logiques de ce traitement sont dessentiellement les situations ou ces
problemes peuvent étre résolus :

a) maladies héréditaires monogéniques avec démitionnel dont le gene muté responsable
est connu.

b) besoin limité en protéine thérapeutiqgue de squie la guérison peut étre obtenue méme
lorsque la synthése du transgene est peu importante

c) cas ou la population cellulaire va acquérir wardage sélectif par rapport aux autres
cellules lui permettant de se multiplier.

En préalable il faut noter que I'expression a ldegne du transgene, cruciale pour le
traitement de maladies génétiques constitutionnelist pas indispensable pour la thérapie
génique des cancers. D’autre part, le gene thétigpey souvent toxique, doit étre concentré
dans le tissu tumoral, tout en épargnant le tissn afin de limiter les effets secondaires
[116].

1.3. Thérapie génique des cancers digestifs

Les cancers du tractus gastro-intestinal et desdgk annexes foie et pancréas sont des
néoplasmes représentant la plupart du temps undédeimédical en raison du manque de

traitements curatifs lorsque la chirurgie d’exéra&st pas ou plus possible. Le transfert de

génes thérapeutiques dans la masse tumorale oumséémstases est une alternative

prometteuse aux traitements palliatifs actuelsni@hises efforts ont ainsi été réalisés lors
d’études précliniques afin de développer des gfiedéde thérapie génique pour ces tumeurs

digestives avancées [117].
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1.3.1. Transfert génique dans le tractus gastro-irgstinal

Plusieurs méthodes pour le transfert de gamévo dans le tractus gastro-intestinal ont été
utilisées. La plupart de ces techniques ciblergitfé&lium et les cellules de la couche sous
muqueuse, afin d’éviter une dégradation massivemtie des particules de transfert par les
enzymes digestives [118].

L’injection directe d’ADN nu dans la sous-muquegsetrique de rat a permis d’obtenir une
expression transitoire de genes rapporteurs. Isatibn de liposomes cationiques se traduit
par une amélioration conséquente de la transdudgdiestomac et du colon.

L'efficacité de cette méthode de transfert de gest en rapport avec la fréquence de
renouvellement des cellules épithéliales du tradigsstif.

Les vecteurs rétroviraux ont permis l'administratide genes thérapeutiques dans des
carcinomes gastriguesx vivochez la souris athymique. Ces vecteurs présentenmtérét
certain compte tenu de 'index de prolifératiorvélele ces tissus.

Cependant, leur capacité restreinte a transdumntestin, limite leur utilisation chez ’'homme.
Au contraire, les vecteurs adénoviraux sont cagatidetransduire les cellules intestinates
vivo[118].

Cette efficacité de transduction est sirementfletrd’'un tropisme naturel de ces virus pour
ces cellules. Le transfert de gene par utilisatenvecteurs adénoviraux a par la suite été
appligué a de nombreux autres organes du tractstsogatestinal. Dans certains cas, ces
vecteurs ont été administrés par voie vasculaimplpérique, par injection directe dans
I'artére mésentérique supérieure, ou méme oraleotezt le rat [119].

Les vecteurs AAV se présentent comme des candmlateetteurs pour le transfert de géne
dans l'intestin. Ces vecteurs administrés oraleneaitainent une expression persistante de
génes marqueurs dans les cellules épithélialestimades et de ldamina propria chez
'animal. Le transfert de génes thérapeutiques nsate procédé s’accompagne d'une
correction phénotypique d’intolérance au lactosetr®les caractéristiques des virus AAV
préalablement exposeées, la résistance de cesatiushangements de pH, de température ou
aux solvants en font un véhicule facilement adnraide oralement. La persistance de
I'expression génique (prés de 6 mois) dans un meodé@imal suggére une transduction

efficace des cellules souches cryptiques par cetewes. L'efficacité d’autres systémes plus
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« marginaux », tels que les vecteurs recombinanis/ipus, vaccinia, et sendai, n'a pas

encore été évaluée pour le transfert de géne daractus gastro-intestinal [120].

1.3.2. Transfert de géne dans le foie et le pancrea

Le foie fait figure de cible thérapeutique idéalmuple transfert de gene, en raison de son
accessibilité et de la présence d'un endothéliumedwé. Cette structure permet
I'extravasation de structures macromoléculaires gtande taille, tels que les virus
recombinants. De ce fait, la quasi-totalité desewusrs de transfert de gene a été testée pour
leur capacité a transduire le foie [121].

Une stratégie de transfert de g@xevivopar vecteur rétroviral a déja été développée paur |
traitement de I'hypercholestérolémie familiale gpe lla. Plus récemment, le déficit en 13-
glucuronidase a été corrigé avec suctevivo chez le chien par utilisation de vecteurs
rétroviraux [122].

Les adénovirus ne sont plus utilisés pour le tnaétet des pathologies hépatigues en raison de
I'échec du protocole de thérapie génique dirigél@ddr Jim Wilson. Les vecteurs AAV ont
éte utilisés avec succes pour assurer la sécrdéidacteur IX apres transfert de géne dans le
foie pour le traitement de I'hémophilie B, chezdthme. Une méme approche basée sur
I'utilisation de vecteurs lentiviraux est en couts développement. Parmi les nouveaux
vecteurs viraux, les vecteurs SV40 recombinantgtinutilisés avec succes pour le transfert
de genean vivo.

Récemment, les vecteurs recombinants HJV ou Seodbigté utilisés avec succes pour le
transfert de géne dans les hépatocytes [123].

Le pancréas offre un environnement défavorableranstert de géne, en raison d’une forte
concentration en enzymes digestives, et d'une daiblccessibilité autre que par
I’échoendoscopie. L'utilisation de vecteurs rétrauix par voie intrapéritonéale ne conduit

gu’a un faible taux de transfection, de I'ordre2d# [124].
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Tableau Il: Protocoles de phase I-1l de thérapie géniqueathger pancréatique non
résécable (séries de 14 a 23 malades) [122]

Auteur, année | Type de thérapig Vecteur Gene Résultats
génique
Administration Bonne tolérancs
Gilly FN, 1999 intratumorale Adénovirus Interleukine régression
directe tumorale
Administration
Mulvihil S, intratumorale Adénovirus Adénovirus oncolytiqug Bonne tolérance
2001 directe ONYX-015
Cellules Cytochrome P450 2B Tolérance
Lohr M, 2001 Administration fibroblastique | + chimiosensibilisation moyenne
par voie artériellg encapsulée par ifosfamide régression
tumorale
Administration Adénovirus oncolytigug Bonne tolérance
Hecht R, 2003 | intratumorale Adénovirus ONYX-015 + régression
directe gemcitabine
Administration
Sangro B, 2004 intratumorale Adénovirus Interleukine -12 Bonne tolérancs
directe
Administration TNF-alpha + Bonne tolérancs
Chang K, 2004 intratumorale Adénovirus Radio-chimiothérapie Régression
directe tumorale

Les adénovirus assurent en général un meilleurerardt de transduction notamment dans

les modeles tumoraux expérimentaux. Cependantyices par ailleurs impliqués dans le

développement de pancréatites et dans I'inhibitlenla fonction exocrine pancréatique ne

possedent pas de récepteurs propres (CAR) sueliedses d’adénocarcinome pancréatiques.

En alternative, les AAV et les vecteurs lentiviraemblent efficaces pour le transfert de géne

dans le tissu pancréatique [123].
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1.3.3. Stratégies de thérapie génique des cancerigeistifs
Différentes stratégies ont été envisagées pourdiermnent des tumeurs digestives par
transfert de géene. Toutes ont pour objectif deudtétrle plus spécifiquement possible les

cellules tumorales [125].

1.3.3.1. Le contrble de I'apoptose tumorale
L’inactivation de genes suppresseurs de tumeursngdiquée dans le développement de
nombreux cancers du tractus digestif. Ainsi, p38i@ne contrblant I'entrée des cellules en

apoptose, est retrouvée mutée ou délétée dansd&® ¥ameurs humaines [126].
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L’effet inhibiteur directin vitro de la restauration de I'expression de p53 surdéssance
tumorale est complété par une action inhibitiicgivo sur la néoangiogénese. Cette stratégie
a été appliquée au traitement par transfert de gésetumeurs du foie, du pancréas, de
I'estomac et du cllon. Les résultats obtenus satdiocres et souvent le reflet d'une faible
efficacité du transfert de géne vivo, mais aussi des différences de sensibilité des types
cellulaires au transgene choisi [128].

1.3.3.2. La piste des génes suicides: leffet de oisinage par

chimiosensibilisation

L’exemple le plus classique de stratégie de germdsuest celui de la thymidine kinase du
virus de I'herpés (HSV-tk) [129].

Cette protéine est capable de métaboliser le damgien un composé toxique qui interfere
avec la réplication de I'ADN et entraine la dispan des cellules par apoptose. Ce systeme
assure une toxicité conditionnelle basée sur lsgmeée du géne sensibilisant et de son
substrat. Par 'utilisation de cette approche théutique, il est rapidement appanwitro que
I'expression de I'enzyme chiomiosensibilisante H&\@ans 10 % de la population cellulaire
suffit a entrainer la mort de I'ensemble des cefitén culture apres traitement par le GCV.
Cet effet de voisinage a été appelé « effet bystamd Plusieurs travaux ont démontré que
cette toxicité a distance est due a la diffusionlal@rodrogue phosphorylée des cellules
exprimant la protéine HSV-tk vers celles ne I'ermaint pas.In vivo, ce systéme induit
également une réponse immunitaire forte dirigédredes cellules tumorales. On parle alors
d’effet bystander a distance. Ce systeme présenedfet tumoral bien documeni vitro et

in vivo sur de nombreuses lignées cellulaires d’originestige. D’autres stratégies de géene
suicide telle que la combinaison cytosine déamiBaBkiorocytosine et uracile
phosphoribosyltransférase/5SFU ont été envisagéastanmment pour le traitement
d’adénocarcinomes pancréatiques [127].

Chez I'hnomme, les résultats des premieres étudaguts concernant le traitement des
métastases hépatiques d’adénocarcinomes coliqués glioblastomes ont récemment été
diffusés. Les résultats rapportés sont plutét décesvavec, dans chacune de ces études, un

seul malade n’ayant pas récidivé. Une étude plosnté de phase lll, incluant plus de 300
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malades, a été interrompue devant I'absence defibérdrect dans le groupe des malades

traités par transfert de géne [130].

l.4. L'immunothérapie

L’absence de reconnaissance et délimination ddtuleg tumorales par le systeme
immunitaire est impliquée dans le développemena girogression des tumeurs. Ainsi, des
cytokines comme l'interféron, I'lL-2 ou I'lL-12 séremployées dans le traitement de tumeurs
malignes. Cependant, I'administration systémiqudattes doses de ces protéines purifiées
ou recombinantes induit des effets secondaires ritapis et I'efficacité reste limitée. La
thérapie génique a donc été proposée pour induiee production locale de cytokines

antitumorales [129].
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Figure 31: Production de lymphocytes spécifiques pour I'immthgcapie [131]
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Une stratégie de thérapie génique pouvant permdétrgoroduction locale de doses
thérapeutiques de cytokines, tout en améliorantolarance du traitement. Ainsi, des
fibroblastes ont été transddk vivoa l'aide de vecteurs rétroviraux afin qu’ils expent le
gene de I'lL-12. Ces fibroblastes sont ensuitejeébés dans le lit tumoral, afin d’induire une
inflammation locale et ainsi attirer les cellules siysteme immunitaire dans la tumeur. Le
risque est de précipiter, dans le cas de tumeursirshiose, une insuffisance hépatocellulaire.
Une autre approche d’immunothérapie par transkergehe utilise des adénovirus réplicatifs
pour délivrer les génes de linterleukineel 2, pour le traitement de modeles de cancer
pancréatique [132].

L'immunothérapie par transfert de gene peut am&lida reconnaissance des antigenes
tumoraux par les cellules du systeme immunitair@sih I'alpha-foetoprotéine a servi
d’antigene tumoral spécifique des carcinomes héplHtdaires permettant au systeme
immunitaire d’éliminer ce type de cancer. Les ridal obtenus aprés immunothérapie par
transfert de géne sont encourageants. Cependang itoncernent a I'heure actuelle que des

modeles de tumeurs implantées chez I'animal [133].

I.5. Un exemple de développement préclinique: le écepteur de la

somatostatine sst2

La somatostatine est un neuropeptide naturel uligeiinhibiteur de nombreuses fonctions
cellulaires telles que les processus sécrétoiresrigres et endocrines. Cette hormone agit via
des récepteurs membranaires spécifigues, nommgésassists. La somatostatine et ses
analogues stables exercent un effet antiproliféiativitro et in vivo sur de nombreuses
cellules normales et cancéreuses. Ces propriétdausitisées pour le traitement médical des
tumeurs neuroendocrines hypophysaires et gastéveepaincréatiques qui expriment les
récepteurs de la somatostatine. Chez certains slenaéades, le traitement par analogue a
permis une réduction ou une stabilisation du voltumeoral [134].

Une perte d’expression spécifique du récepteundeatostatine sst2 a été démontrée dans les
cancers pancréatiques et leurs métastases ainsiaggda plupart des lignées cellulaires qui
en dérivent. La correction du déficit d’expressida ce récepteur s’accompagne d’'une

réduction significative de la croissance et tumémigité des cellules cancéreuses
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pancréatiques humaines vivo, d'un effet antitumoral local de voisinage et dun
chimiosensibilisation de la masse tumorale aux caneds stables cytotoxiques de la
somatostatine et aux ligands de mort apres trandfegéne codant pour sst2. Ce récepteur
agit donc comme suppresseur de tumeur pour le cpaoeréatique. Ce contexte pré-clinique
fort permettra dans un avenir proche de réalissredsais cliniques de phase | chez 'hnomme
pour le traitement de tumeurs du pancréas parfadns vivo du géne sst2 associé a une

chimiosensibilisation [135].
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L’iode est un composant essentiel des hormonesittignnes et un modulateur de différentes
fonctions de la glande thyroide. Cet élément étmet dans I'atmosphére, les mammiféeres ont
développé des moyens pour le concentrer dans ganer Cette capacité d’accumulation
d’'iode dans la thyroide a permis, depuis plusieumsées, son utilisation en tant que radio-
isotope dans le diagnostic scintigraphique etdéament par radiothérapie métabolique des
cancers thyroidiens. Ces derniéres années, le aliétak de I'iode dans I'organisme, et

particulierement dans la thyroide, a été trés egplta découverte par Dai et al. d'un

symporteur spécifique catalysant I'accumulationodé dans la glande thyroide mais
également dans plusieurs tissus extrathyroidienmasditulier la glande mammaire pendant la
lactation. Le terme de « symporteur » sodium-iodurea été définitivement attribué (NIS

pour sodium iodide symporter) [136].

Son identification moléculaire a été réalisée pagrbupe Carrasco qui avait réussi le clonage
du géne de rat codant pour la protéine (rNIS). Tapgdement, le clonage de son homologue

humain (hNIS) a été réalisé et plus tard, de adua souris [137].

La capacité d’accumulation d'iode dans la thyro@ait permis I'essor de la médecine
nucléaire pour la prise en charge des cancers tthgraide. L’identification récente du NIS a
permis de fournir des bases moléculaires susceptibexpliquer les variations des capacités
d’accumulation d’iode dans les cancers thyroidiegis d’étudier ses implications
physiopathologiques et thérapeutiques potentietlaas les maladies thyroidiennes, en

particulier les cancers [136].

Un intérét tout particulier démontré par un nomtn@ssant de travaux réalisés tant in vitro
qgu'’in vivo, est celui d’'induire des accumulationgode dans les cellules, qui normalement
n'expriment pas le NIS par transfert de son gériendgerie est associée a ces travaux pour
suivre les étapes de cette stratégie thérapeutiGete thérapie génique constitue une
approche séduisante, dans la mesure ou elle peard&itendre I'utilisation d’iode radioactif
et de radio-isotopes substrats du NIS pour la mrmseharge des tumeurs non thyroidiennes
[137].
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II.1. Le symporteur Na+/I-: données structurales ephysiologiques
[1.1.1. Structure

Il s’agit d'une glycoprotéine transmembranaire contgnt 643 acides aminés d'un poids
moléculaire de 75-90 KDa. L’analyse de sa structug prédit 13 domaines

transmembranaird§&igure 32).

Figure 32: Structure du systeme symporteur de I'iode [138]

Elle appartient a la famille 5 des transporteursaleté (SCL5A), selon la classification de
I’Online Mendelian Inheritance in Man ClassificatifOMIM), chargés d’assurer le transport
d’un soluté simultanément et dans le méme sendegsedium. Le géne humain est situé sur
le bras court du chromosome 19. Des homologies-@dpeces ont été établies: le NIS
humain présente une haute identité et une forteohagie avec le NIS porcin et murin [139].

[1.1.2. Localisation

Son expression est retrouvée par immunomarquagevaau de la membrane basolatérale
des cellules thyroidiennes folliculaires et ce deoh hétérogene selon les cellules et les

follicules.
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En dehors de la thyroide le NIS a été mis en écelelans différents tissus de I'organisme:
une forte expression est retrouvée dans des tggsusus pour concentrer I'iode comme les
glandes salivaires, gastriques ou mammaires, $imegréle et le placenta. L'expression
mammaire est maximale en fin de grossesse et as claul'allaitement. Une expression
faible a été notée dans d’autres tissus qui neectrent pas I'iode comme I'hypophyse, le
pancréas, les gonades, la prostate, les surrémaleshymus [140].

Bien que le NIS exprimé dans les tissus extrathyeos possede une grande similitude avec
le symporteur thyroidien, il en différe par I'abserd’organification des iodures accumulés
[141].

11.1.3. R6le du symporteur Na/iode

L’iode apporté par I'alimentation générale est sfarmé en iodure au niveau intestinal, puis
capté par la cellule thyroidienne. C’est a ce stadatervient le symporteur NIS, en assurant
le cotransport de deux ions Na+ puis d’'un ion I-nd@niére séquentielle et ordonnée. La
pompe membranaire Na+/K+ ATPase génére I'énergiegsire a ces transports ioniques
par un gradient de concentration en Na+. La conatom intracellulaire des iodures est ainsi
20 a 40 fois plus élevée que la concentration pdisime dans les conditions physiologiques
[140].

Enfin, grace a leur structure chimique le techméti{ic99 m), le rhénium188 (Rel88) et
l'astate 211 (At 211) sont également transportésI@aNIS, permettant des perspectives
intéressantes en imagerie médicale et en thérapterthins cancers [141].

11.1.4. Régulation

[1.1.4.1. Régulation du symporteur Na/iode thyroiden

L’expression du NIS est essentiellement sous leérélende la TSH (et plus particuliérement
du couplage entre le récepteur et la voie de I'agi@e monophosphate cyclique (AMPc) et

de l'iode circulant. Ces régulations se traduiggrtdes modifications des niveaux d’ARNm
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codant pour le NIS. En I'absence de TSH, le synguoréest partiellement redistribué dans les
compartiments subcellulaires. La TSH pourrait daga sur I'expression membranaire du
symporteur en modulant son adressage cytoplasneigere favorisant sa distribution vers la
membrane cytoplasmique, la polarisation et I'orgation spatiale du NIS dans la membrane
étant fondamentales pour sa fonctionnalité. Inddgemment de la TSH, les voies de
signalisation impliquant une phosphorylation poiemaaussi étre impliquées dans I'activité,

la localisation subcellulaire et la dégradatiorsgmporteur [142].

La régulation de I'expression du géene du NIS conuaen étre connue et I'implication de
facteurs de transcription spécifiques de la thygad®té décrite: le facteur Pax-8 localisé dans
la zone NIS Upstream Enhancer (NUE) du gene datgsurs TTF1 et TTF2 situés au niveau

de sa zone promotrice.

Dans les lignées de cellules murines immortaliséasgté rapporté que le niveau d’activation
oncogénique pourrait moduler le degré de transoripiu NIS et diminuer son expression
[141].

11.1.4.2. Régulation du symporteur Na/iode extra tigroidien

La TSH n’est pas responsable de I'expression du ddiss les tissus extra thyroidiens. Les
mécanismes dépendent dans ce cas du type celletaiiee son environnement. Au niveau de
la glande mammaire par exemple I'expression esliteghendant la période de lactation, mais
I'implication des hormones (prolactine, ocytocine aestradiol), dans cette activation, doit
étre précisée [143].

Les mécanismes de régulation du NIS demeurent ttésccomplexes et d’autres voies de
régulation peuvent étre envisagées, notamment ldartssus extra thyroidiens exprimant le
NIS [142].
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[1.2 Expression du symporteur Na/iode dans les carcs

11.2.1. Dans le cancer de la thyroide

Il est bien admis que la plupart des cancers tHigns (un tiers des cancers différenciés et
'ensemble des carcinomes anaplasiques) s’accorepagtiune diminution du transport
cellulaire des iodures. La participation du NISeapcocessus a été envisagée en recherchant
I'expression du NIS par immunomarquage ou en déedtARNmM spécifique. Une forte
diminution de I'expression de la protéine est aiokservée dans la plupart des cancers
thyroidiens, avec une expression de 'ARNm dix dlenfiois plus faible que dans le tissu

normal. Cette faible expression diminue encoregloeda différenciation est moindre [144].

Certains travaux ont au contraire montré des suessppns des transcrits et de la protéine
NIS dans certains carcinomes, non corrélées a orété de transport d’iodure dans ces

tumeurs. Des études complémentaires de la fonctib@rdu NIS sont encore requises pour
comprendre ces dérégulations. De plus des étudmsndhohistochimie avaient montré un

marquage essentiellement localisé dans le cytoglagmratiquement absent au niveau de la
membrane plasmique. En 2010 une étude menée panties\et al. a montré que le marquage
intracellulaire, obtenu avec les anticorps anti-Mrespondait a une liaison non spécifique
avec l'anticorps et que le niveau d’expressiona@rbtéine était bel et bien faible sur les

échantillons sélectionnés [145].
[1.2.2. Dans les cancers non thyroidiens

Les études, concernant ce sujet restent encorienpréires. L'expression du NIS fonctionnel
dans les tissus extrathyroidiens a été signaléeipalement dans le cancer du sein ou il a été
identifié chez 87 % des patients présentant unerada sein et sur la lignée de cancer
mammaire MCF7. Le NIS a été identifié a la surfdes cellules tumorales mammaires, mais
aussi a l'intérieur des cellules. La méme étudendaaécemment par Pevrottes et al. avait
inclus des cellules de cancer mammaire et a capau’expression de la protéine était faible

et que le marquage intracellulaire correspondait aignal non spécifique [146].
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Des accumulations d’iode ont été également obserpée scintigraphie sur des tumeurs
mammaires. Une étude réalisée en 2009, sur 2pegiayant un cancer du sein triple négatif
a montré que le NIS était fortement exprimé darespnoportion significative de ces cellules.
La méme équipe, dans une autre étude, constat@résence significative du NIS sur les

métastases cérebrales du cancer du sein [145].

Spitzberg et al. avaient également identifié le myrteur sur des cellules issues de
carcinomes de la prostate. Depuis, peu de donméggdsponibles sur son expression dans
ces tissus. Dans l'étude réalisée par Navarra.esual une large série de patients avec
adénocarcinome de la prostate, la protéine a &é em évidence dans la moitié des tissus

examineés et son expression était corrélée avexebatyyité de la tumeur [146].

L’absence du NIS, observée au niveau des lésista@aes malignes, pourrait étre utile pour
distinguer ces lésions des Iésions gastriques bésjgelon une étude réalisée par Farnedi et
al. sur un large spectre de lésions gastriquesinEnks études sont nécessaires pour
confirmer les expressions spontanées de la prot&@meuvées dans de nombreux autres
cancers: ovaires, poumons, coélon... et pour mesweraccumulations d’iode qu’elles

pourraient induire [145].
11.3. Thérapie génique utilisant le symporteur Na/ode

11.3.1. Principe et avantages

La connaissance de la structure du gene de laipeodS a permis le développement d’'un
nombre croissant de travaux sur l'utilisation disNIn thérapie génique anti tumorale. Cette
nouvelle approche est basée sur le transfert dibblgene NIS dans des cellules cancéreuses.
Son expression induit ensuite des accumulatiorsld’'dans ces cellules. Ces accumulations,
visibles par des techniques d’'imagerie, permetiendétruire ces cellules par la radiothérapie
a liode 131. Cette approche cumule un certain memifavantages: les techniques et
équipements, mis en ceuvre et nécessaires pourelesaps essais clinigues sont identiques a

ceux couramment utilisés dans les départementsédiecime nucléaire. Toutes les étapes de
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cette stratégie peuvent étre suivies par des tgagbsid’'imagerie et il sera également possible
d’évaluer la dose de radioactivité spécifique ceriasrecue par les cellules, en estimant le
niveau d’expression du NIS exogéene fonctionnel ypasimple examen scintigraphique. En
plus, la radiothérapie métabolique permet d’induireeffet ciblé sur les cellules tumorales
qui sont parfois plus radiosensibles, générani amsninimum d’effets secondaires. L'apport

de la radiothérapie métabolique, pour cette apmratd thérapie génique, est qu’elle rend
possible une efficacité complete du traitement duéeffet bystander alors méme que le

transfert génigue ne serait que partiel [147].

11.3.2. Essais de thérapie génique et perspectivégrapeutiques

11.3.2.1. Dans le cancer différencié de la thyroide

Les carcinomes différenciés de la thyroide et lemétastases présentent souvent une
réduction de I'absorption d’iodure, agissant swefficacité de l'iode radioactif. Il a été
démontré en plus, que le tissu cancéreux thyroigkgnimant le NIS captait I'iode radioactif
plus que les tissus qui ne I'exprimaient pas. Usrspective thérapeutique consiste a restaurer
I'expression du NIS afin de palier aux mécanisméshthppement au traitement des cellules
cancéreuses. Les agents deméthylants, tels quazacytidine ou encore le butyrate sodique,
permettent de restaurer I'expression du symportuion sait que la méthylation aberrante
du géne NIS conduit a une diminution du transpat dodures dans les carcinomes
thyroidiens. Le niveau d’expression varie égalensetin 'état de différenciation cellulaire.
L'utilisation de I'acide rétinoique, en tant qu'agele différenciation cellulaire sélectif des
cellules carcinoides en association, trouveraitist@rét en clinique dans la prise en charge

des tumeurs non cumulantes de la thyroide, comna¢testent les études réalisées [148].

D’aprés une étude, réalisée par Mishra et al.,pfession du NIS ne peut prédire avec
précision de la fixation d’iode radioactif par legtastases de cancers thyroidiens. Il a été
démontré que IPTTG binding facto(PBF), proto-oncogéene impliqué dans la pathogénie

cancer de la thyroide inhibe I'absorption de licglen se liant au NIS et en modifiant sa
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localisation subcellulaire; ce qui pourrait avoascconséquences profondes sur I'optimisation

de lirathérapie, étant donné que le PBF est suim@épdans les cancers thyroidiens [149].

L’étude du dysfonctionnement du métabolisme dearesldans les cellules cancéreuses et la
compréhension des mécanismes d’échappement aanteait des cellules cancéreuses exigent
d’effectuer des études expérimentales et cliniquosplémentaires sur la fonctionnalité du
symporteur NIS [148].

11.3.2.2. Dans les autres cancers

La stratégie utilisée comporte plusieurs étapegreaiere étape est le transfert du géne dans
les lignées cellulaires cancéreuses. Dans la n@jdes travaux publiés, le transfert du géne a
été effectué en premier lieu, sur les cellulesiass in vitro et les cellules modifiées ont été
implantées chez l'animal. Dans les travaux plusemés; les cellules tumorales étaient
préalablement implantées chez I'animal et modifi@esivo dans une seconde étape apres
transfection du géne du NIS, par injection IV detipales virales recombinantes portant le
NIS, un contexte qui est plus proche d'une évetdgutiérapie génique chez I'homme.
Beaucoup de travaux ont mis a profit des rétrovousdes adénovirus recombinants pour
vectoriser le gene du NIS. L'utilisation de virecombinants de la rougeole a permis, par la
suite de cibler plus spécifiqguement la vectorisatiers un type cellulaire [149].

Une fois le géne vectorisé, sa transcription essde contrble d’'un promoteur. Dans les
premiers travaux effectués, le promoteur induisaibaut niveau d’ARNm dans la plupart des
types cellulaires. Toutefois Spitzweg et al. utitisun promoteur spécifique des cellules de la
prostate, puis un second pour cibler I'expressiansdcet organe. Cette spécificité d’organe
est déterminante pour le succés de ce type depibéraar elle permet d'accroitre la
cytotoxicité du tissu tumoral, tout en minimisaes leffets toxiques sur les cellules normales
[148].

Aprés transcription du geéne, les tests d’accunurat’iode ont été étudiés. Les capacités
d’accumulation, induites dans les cellules in visant mesurées et malgré les importantes
variations de la capacité d’accumulation d’'unedig@ une autre, les accumulations obtenues

sont souvent suffisantes pour détruire ces celliles accumulations d’iode, catalysées par
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les cellules implantées chez les souris, sont lisses par imagerie a I'aide de gamma-
caméras. Ces captations d’iode, dépendantes desrtaations extracellulaires en sodium et
iodure, sont prolongées aprés thyroidectomie poésaltde I'animal ou apres instauration d’un

régime carencé en iode [150].

Les essais de radiothérapie métabolique succéedems dests et des lignées de cellules
cancéreuses, d'origines tres diverses ont été ewestées premieres expériences de
radiothérapie métabolique chez I'animal n'ont gateément pas abouti a une réduction de la
masse des cellules tumorales implantées et lestiéds de cellules obtenues étaient dues a
des doses disproportionnées d’iode 131 [149].

[1.3.2.2.1. Dans le cancer du cerveau

Des augmentations du temps de survie des animaaigrd\été rapportées par Cho et al. sur
des cellules gliales implantées dans le cervedas Etaient dépendantes de la dose utilisée.

La méme équipe montre, par la suite, que l'utiisatiu Rhénium 188 est plus efficace [151].

11.3.2.2.2. Dans le cancer du pharynx

Gaut et al. ont rapporté une régression des celtulmorales du pharynx exprimant le NIS et

implantées dans des souris [152].

11.3.2.2.3. Dans le myélome multiple

Dingli et al. ont obtenu des résultats tres enaeaats sur des lignées de myélome multiple
implantées chez des souris, avec des régressionsd&tes des tumeurs aprés une dose unique
d’iode 131; ce qui laisse présager une meilleufieagiité de lirathérapie génique sur les
tumeurs radiosensibles [153].

11.3.2.2.4. Dans les hépatocarcinomes

Les résultats, obtenus par Faivre et al. sur deathéarcinomes induits chimiquement chez le
rat, n’en sont pas moins intéressants, puisqudeleps de rétention importants de l'iode

obtenus entrainérent une réduction compléte deastaées avec un effet sélectif sur les
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cellules tumorales. Ce phénomene a pu étre accatdans une étude publiée par Willhanck et
al. , par l'utilisation d’'un promoteur spécifiquegicellules tumorales: le promoteur AFP qui a
permis des accumulations d’iode suffisamment éleyp@er induire, d’'une maniére sélective,
un effet thérapeutique sur les cellules cancéredisdsie. Kim et al. ont testé avec succes un
autre promoteur (hnTERT) sur des lignées celluladesancer du foie. Ma et al. utilisent, eux,
un promoteur spécifiqgue du carcinome hépatocetki@ssocié a un amplificateur (AdPLEN),
qui s’est avéré tres efficace pour induire de ®reéecumulations d’iode. Un nouveau
promoteur chimérique (EIIAPA), élaboré par Liu &t a également permis d’augmenter le
transport d’'iode radioactif dans les cellules casgges du foie. L'association & une autre
stratégie basée sur d’autres génes suicide, damsétutde menée par Lee et al. semble

potentialiser I'effet de cette approche sur lesicames hépatocellulaires [154].

11.3.2.2.5. Dans le cancer de la prostate

Spitzweg et al. avaient rapporté un premier prommogpécifique des cellules de la prostate et
puis un second, pour cibler I'expression du NIS sda®et organe. Mitrofanova et al.
obtiendront un arrét de l'accroissement de la tunetwne augmentation de la survie des
animaux avec un promoteur non spécifique. Willhagickl. suggérent un effet thérapeutique
supérieur du rhénium 188 sur les grandes tumeuta peostate, par rapport a I'iode 131. La
méme equipe publie par la suite, un travail sutilidation de l'astate 211 et son effet
thérapeutique potentiel sur les tumeurs de petitie.t Plus récemment (en 2011), Navarra et
al. considerent que la présence du NIS pourraihntédedement étre utile pour définir les
personnes avec un cancer de la prostate biologiepteactif. L'activité antitumorale d’un
virus oncolytique de la rougeole, concu pour exprihe NIS sur le cancer de la prostate, se
voit renforcée par I'administration d’iode 131, damne étude menée par Msaouel et al. et
dans une deuxieme étude par Truijillo et al.; cesqgigere une nouvelle thérapie multimodale

pour ce type de cancers [155].

[1.3.2.2.6. Dans le cancer du sein

La stimulation indirecte de I'expression du NIS pacide rétinoique, dans le cancer du sein,

est trés bien documentée. Willhauck et al. utiliserec succes ce dernier en association avec
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la dexaméthasone pour induire de fortes accumuoktidiode. Récemment (en 2010),
Alotaibi et al. proposent un nouveau mécanismectpar lequel I'acide rétinoique induit la
transcription du gene du NIS. Toujours dans leddatigmenter les capacités d’accumulation
d’iode, Trujillo et al. utilisent avec succes uromoteur mucin 1 (MUC-1) qui pourrait
permettre d’étendre cette approche aux cancergidusarexprimant la glycoprotéine MUC-
1. La forte expression du NIS, constatée par Rezti@t. sur une proportion significative de
cellules de cancer du sein triple négatif, suggeredle potentiel de cette approche sur cette
tranche de patients. La constatation, par la mégugeé, d’'une expression fréquente de la
protéine NIS sur les métastases cérébrales de rsaduesein permettrait d’appliquer cette
approche a ce type de métastases. Ekaterina mioatrent sur un modele de souris, que le
rhénium 188 est plus efficace sur le cancer du geeliode 131, avec moins d’effets sur la

fonction thyroidienne [156].

11.3.2.2.7. Dans les tumeurs neuroendocrines

Les résultats, obtenus dans I'étude publiée paipBeh et al., montrent une diminution
significative du volume des tumeurs neuroendocragmimant le NIS, aprés traitement par
I'iode 131 ou le technétium 99 m Ries et al. démenit qu’il serait également possible de

traiter ces tumeurs par le rhénium 186 [157].

11.3.2.2.8. Dans le cancer du pancréas

Cette approche pourrait également étre étenduetwururs du pancréas et a toutes les
tumeurs MUC-1 positif, en utilisant le promoteur KU, comme il a été démontré dans les
études menées par Dwyer et al., ainsi que par €hah et par Zhou et al. Carlson et al.
démontrent le potentiel oncolytique d’un virus derbugeole, congu pour exprimer le NIS
(MV-NIS), sur le cancer du pancréas. La distributimtratumorale non uniforme de
I'infection par le virus (MV-NIS) constitue, toutsf, un obstacle a une éventuelle
radiovirothérapie combinée utilisant le NIS dans dellules cancéreuses du pancréas, selon

une étude publiée, en 2010, par Penheiter et 8].[15
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11.3.2.2.9. Dans le mésothéliome
Cette thérapie multimodale a en revanche, pernoigtishiser I'effet de cette virothérapie sur

des cellules de mésothéliome dans une étude réalsd.i et al [159].

1.3.2.2.10. Dans les autres cancers de la thyroide

Spitzweg et al. rapportent I'effet thérapeutiquel'amle 131 sur le cancer médullaire de la
thyroide, gradce a un promoteur carcinoembryonigenti (CEA), par induction des
accumulations d’iode dans ces cellules. L’assamatie cette stratégie, a une autre thérapie
génique accentue son effet cytotoxique sur le caaeaplasique de la thyroide, selon I'étude
réalisée par Lee et al. une autre perspective idigstion de cette approche est son
association avec la radiothérapie externe. Hingogtial. ont constaté que la radiothérapie
externe augmentait le niveau et la durée d’exprassu gendNIS. lls démontrent, dans une
étude plus récente (en 2010), que cette assocsdiait une stratégie idéale pour exploiter les

bienfaits des nouveaux radiosensibilisants.

Enfin, il faut noter que dans le cadre de l'iradpde genique utilisant le NIS, la glande

thyroide peut étre protégée par un prétraitememhdioal [160].

I1.4. Limites et perspectives d’amélioration

Les capacités d’accumulation obtenues sont trédefaipour envisager, a I'état actuel, un

traitement par radiothérapie métabolique a I'io8& des cancers non thyroidiens. Il reste, en
effet beaucoup d’améliorations a apporter a cétteegjie. Certaines sont communes a toutes
les approches de thérapie génique, comme 'amébarde la vectorisation par la recherche

de nouvelles particules virales plus efficacesles gpécifiques. Le développement de tels
vecteurs est actuellement réalisé par de nombretgipes. Un autre aspect a évaluer est
I'absence de nocivité des systémes de transveptianl'organisme receveur. Les nouveaux

polymeéres biodégradables, en tant que vecteursinamx hautement efficaces, semblent les

plus prometteurs pour le développement d’'une gfiatde thérapie génique sdre et efficace.
Klutz et al. démontrent que l'utilisation des noaur polyméres non viraux pour le transfert

du géeneNISinduisait une efficacité thérapeutique de l'io@d kur les neuroblastomes. Le
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succes, qu’ils ont obtenu, récemment en 2011, igemémes polymeres couplés a un ligand
EGFR spécifique, représente une stratégie novapriometteuse pour la thérapie génique
utilisant le NIS dans les cancers métastatiquesmBeie, la découverte d’autres promoteurs
spécifiques de tumeurs permettrait de cibler 'espron du NIS pour une meilleure efficacité.
L’activité de transcription de la majorité de ce®moteurs spécifiques étant faible, il est
possible de 'augmenter par la construction de teors chimériques ou I'amplification en

deux étapes de la transcription [161].

Plus spécifiquement, et en complément de l'obtentie I'expression du géne et de la
protéine, l'efficacité de la radiothérapie métahoé passe par I'obtention de transporteurs
fonctionnels a la membrane plasmique, permettantdire de fortes accumulations d’iode,
et cela dans tous les types cellulaires. En etfet,fortes variations dans les capacités
d’accumulation ont été observées dans les lignéesorales d'origines diverses. Des
difféerences entre niveaux d’expression du NIS eeaix d’accumulation d’iode ont été,
eégalement, observées dans des cellules exprimafdcda endogene le transporteur [162].
Cela suggére une meilleure connaissance des r@ggldtanscriptionnelles, mais également
post-transcriptionnelles, du NIS modulant son #@eéiwdans les cellules cibles. Dans ce
contexte, Pourcher et al. ont identifié des sigglibsphorylation importants pour le controle
et I'adressage de la protéine de souris. lls oriedgent généré toute une collection de
mutants testés pour leur capacité a échapper auMatidns des cellules hotes. La méme
équipe a élaboré des transporteurs chimériquescoaservant une séquence protéique
correspondant essentiellement a celle de I'homnoey morriger la faible capacité de
transport. lls ont également identifié un transpartAlT impliqué dans la sortie de l'iode au
pole apical des thyrocytes. Kogai et al. démontene I'inhibition de la voie PI3 K de
signalisation augmentait I'expression du NIS et panséquent l'effet thérapeutique de
I'lode 131 sur les lignées cellulaires de cancHédincié de la thyroide [163].

L’étude, réalisée par Jung et al., démontre aussi@ contréle des voies de signalisation peut
contribuer & améliorer I'efficacité de la radiothygie a I'iode sur les cancers, par la régulation
de la fonction du NIS [162].
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Une des limitations, rapportée dans nombre d’esgailisés est le temps de rétention des
radioisotopes. Des auteurs ont montré que le fithpouvait ralentir la vitesse d'efflux de
I'iode in vitro et sur les cellules implantées dales souris. Toutefois le temps de rétention de
I'iode reste un phénoméne complexe. En effet, Bargation tridimensionnelle des cellules et
leur irrigation sont des parametres a considérsglee la thérapie génique est appliquée dans
un contexte clinique. Les expériences menées pgareFet al. en sont la preuve, puisque le
temps de rétention de l'iode dépassait les 11 jpars des hépatocarcinomes chimiquement
induits chez le rat. Certaines équipes ont tenteatsvection du gene de la thyroperoxydase,
couplée a celle du gene NIS, avec comme objectifrdmouvoir la rétention du radioisotope
par une organification. Toutefois, cette stratgmiee le probleme lié a I'activité de I'enzyme
dans les cellules. Une autre perspective d’améimraonsiste a utiliser des substrats du NIS
autres que I'iode 131, comme le rhénium 188 sodisrtae de perrhénate, le rhénium 186 ou
encore I'Astate 211, émetteur alpha de haute éme@gs substrats du NIS ont des périodes
physiques plus courtes, compatibles avec des tefap®tention plus réduits que dans la
thyroide, et des émissions de plus haute énerggel'muale 131, leur conférant un pouvoir
destructeur plus important du tissu tumoral. ll$ déja permis de potentialiser I'effet de
I'irathérapie génique dans les études réaliséeewaiient aboutir a une meilleure efficacité
thérapeutique [163].

Bien que l'instrumentation utilisée dans ces esgaithérapie génique, permette des études de
qualité avec une résolution spatiale de I'ordrendillimetre, il est important d’augmenter
encore la sensibilité et la résolution pour dévedrdes études sur des tumeurs de petite taille
et sur les rongeurs. Il est également nécessamecditre le nombre de plateformes
d’'imagerie équipées de caméras TEMP, particulienerpeur I'expérimentation animale. Il
est tout aussi important de développer les moyéasssaires pour parvenir a effectuer des
mesures plus quantitatives [164].

Enfin, 'amélioration de cette stratégie de théeapasse également par la gestion de la

variabilité de métabolisme selon I'origine celluéaét I'état de différenciation [163].
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La relative facilitée d'utilisation de l'iode radiotif, sa bonne efficacité, la disponibilité des
structures nécessaires aux premiers essais clfjigasociées au nombre croissant de travaux
de recherche faisant suite a la découverte du sgmppoffrent un potentiel séduisant pour le
traitement des cancers par thérapie génique. Tasjdéés perspectives d’application clinique
exigent que beaucoup d’améliorations soient apesrt& cette stratégie, notamment la
connaissance des mécanismes de régulation ded®sipn et la fonctionnalité du NIS. Cette
approche semble, a la lumiére des travaux réalisgsculierement adaptée a certains cancers
radiosensibles et aux hépatocarcinomes. Son déeiognt permettrait d’optimiser la prise
en charge des cancers thyroidiens et d'offrir witeeaalternative thérapeutique aux cancers
non thyroidiens, lorsque les possibilités thérapees disponibles auraient échoué. Le
développement de moyens pour effectuer des mepluggjuantitatives rendrait possible, en
plus, une thérapie individualisée. Selon les étudaksées, son utilisation dans le cadre d’'une

thérapie multimodale serait une perspective tri&gagsante [165].

Le bilan est mitigé, car malgré la multitude d’etacprécliniques, nous ne disposons que de
peu d’'informations quant a la sécurité et a I'eftité des approches de thérapie génique pour
le traitement des cancers. L'efficacité thérapeaudigt la toxicité du traitement dépendent
grandement du gene thérapeutique choisi, du typeedeeur utilisé, de la dose et du mode
d’administration, et du type de tumeur traité allif noter que la plupart de ces essais cliniques
ont été menés chez des malades présentant desrsuavencées, ayant progressé malgré un
traitement par chimiothérapie et donc peut-étrelela-de toute ressource thérapeutique. Des
efforts considérables ont été réalisés depuis ureng d’'années, tout particulierement en
France, aux Etats-Unis et au Royaume-Uni, afinetieire possible I'application de la thérapie
génique en clinique humaine. Les résultats actuelsont pas encore a la hauteur des espoirs
gue suscitait au départ cette nouvelle approchapkétique. Néanmoins, un examen objectif
de ce qui a déja été atteint permet d’étre raidolenaent optimiste pour I'avenir. Les études
tant expérimentales que cliniques effectuées j@squésent ont permis de cerner les
principales difficultés inhérentes au développenuenta méthode : le manque d’efficacité du
transfert de gene semble une cause essentielleet’@cce jour. Dans le cas de traitement de

tumeurs malignes, notamment du tractus digestif,séka nécessaire de poursuivre
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I'identification des genes codant pour des proident I'absence ou linsuffisance de

production jouent un réle déterminant dans le diy@ment de la maladie [166].

Enfin, I'approche combinée en particulier avecHaréothérapie et/ou la radiothérapie est une
voie tres prometteuse. De maniére générale lesoelp@s combinées « biothérapies »
(comprenant la thérapie génique) chimiothérapidiothérapie voir chirurgie sont une voie

d’avenir pour les cancers digestifs avancés oustadmues [167].

93



Chapitre |l .
OUVELLES APPROCHES
DANS LES
THERAPEUTIQUES
CIBLEES

:

(7=

—_— S S SN

94



lll.1. Les récepteurs des facteurs de croissance dgpe insuline (IGF) et les
cyclines

Derniérement l'arsenal anticancéreux s'est endthie nouvelle famille de molécules, les
thérapies ciblées. Elles résultent des progrésaddidlogie qui ont permis de mieux
appréhender les molécules et les voies de sigtiatisprépondérantes dans les cellules
tumorales. Ainsi, les avancées thérapeutiques peseat plus sur une approche empirique
comme pour les cytotoxiques conventionnels maisuser véritable ingénierie pour bloquer
les cibles déterminées par la recherche fondaneertal connaissance fine des phénotypes
tumoraux et les thérapies ciblées permettent dpoger de véritables traitements a la carte
aux patients. Dans cette partie nous allons détailleux nouvelles voies en cours
d’exploration et porteuses d’espoir: la voie duepteur du facteur de croissance de type

insuline (IGF1R) et le ciblage des cyclines impéqa dans le cycle cellulaire [168].

[11.1.1. Insulin-like growth factor receptors de type | (IGF1R)

[11.1.1.1. Structure moléculaire et physiologie:

La structure des IGFR, surtout leur sous-unitépesthe de celle des récepteurs a l'insuline.
Ainsi les thérapies ciblant IGF1R doivent étre tsggcifigues et seules des molécules
répondant a ce critere seront sélectionnées poévemuel développement.

En effet, il est hors de question d'interagir avecmétabolisme glucidiqgue dont les
perturbations sont responsables de nombreuses Iggit® comme le diabete ou les
hypoglycémies [169].

Le lien des IGF sur leurs récepteurs est moduldgsalGF binding proteins (IGFBP) dont il
existe six isoformes. Leur role est complexe, deaseaugmentent la demi-vie des IGF et
donne leur effet biologique, mais comme leur aféirpour les IGF est trés supérieure a celle

des IGFR, elles peuvent séquestrer les IGF et exarccontrdle négatif [170].
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Figure 33: Ciblage des IGFR [171]

La liaison du ligand avec I'lGF1R induit une mochtiion conformationnelle du récepteur et
une autophosphorylation des trois résidus tyrokinase en position 1131, 1135 et 1136 de
chacune des sous-unités 13. Cette phosphorylatita la transduction du signal via les voies
de la MAPK (Ras/Raf/Mitogen Activated Protein Kieaset de la PI3K-protein kinase B
(PKB). IGF1R n'est pas un oncogéne en tant que ntalis il régule positivement la
prolifération, la différenciation, la survie cellille, et favorise les métastases.

Les IGF1 et IGF2 sont produits essentiellement diafsie et ont une action endocrine sur les
cellules tumorales [172].

Des données expérimentales ont montré I'effet uentital des traitements dirigés contre

IGFIR (Figure 33), permettant le développement de thérapies cibkastant plus que de
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nombreux cancers (mammaires, colorectaux, pulmesaprostatiques...) surexpriment les
IGF1R et/ou ont une activité IGF1R augmentée.

Comme pour les autres types de thérapies cibléddptage de la voie visée peut se faire a
l'aide d'anticorps monoclonaux anti-IGF1R qui enmgéd la liaison IGF1 ou IGF2 (endocrine
et paracrine) avec I'lGF1R, ou d'inhibiteurs desyne kinases qui bloquent l'initiation de la

transduction du signal, ces molécules sont encommers de développement [173].

[11.1.1.2. Anticorps anti IGF1R

En 2008, 5 anticorps anti IGF1R étaient en dévedopmt clinique. Nous rapportons ici
guelques résultats précliniques.

EM164 est un des premiers anticorps murins démuintnrze efficacité in vitro. 1l empéche la
transautophosphorylation de IGF1R, inhibe la péddifion induite par IGF1 ou IGF2, arréte
le cycle cellulaire et stimule I'apoptose de diesrBgnées cancéreuses (sein, poumon, colon,
col utérin, ovaire, pancréas, mélanome, prostaejrablastome, rhabdomyosarcome,
ostéosarcome).

In vivo, I'EM164 ralentit la croissance tumoraletdmeurs pancréatiques humaines (BxPC-3)
implantées dans des souris SCID. L'effet est piatesé par la gemcitabine. Alors que
I'anticorps n'interagit pas avec le récepteur desuline (condition nécessaire pour la
poursuite de son développement), des études innamatrent malgré tout qu'il entraine une
diminution de I'expression du récepteur de l'imgulainsi qu'une inhibition fonctionnelle (il
n'est plus phosphorylé en présence d'insuline)pl@@omeéne est expliqué par la formation
d'heterodiméres entre IGF1R et le récepteur aulims On ignore a ce jour les conséquences
de la formation de ces heterodimeéres en cliniqdé][1

L'anticorps humain A12 reconnait les IGFR avec hiagte affinité et inhibe leur liaison avec

les IGF spécifiques de I'IGF1R, il ne lie pas lésepteurs a l'insuline. In vitro son action est
double, il entraine une diminution des phosphoiytet donc de l'activité des protéines de la
transduction du signal des voies MAPK et PI3K.itiduisent également une internalisation
des IGF1R1 conduisant a leur dégradation et de facine diminution de leur expression sur

la surface cellulaire. Il inhibe la prolifératioe différentes lignées tumorales [172].
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In vivo l'efficacité de cette molécule a été démémtsur différents modeles de xénogreffes.
La croissance tumorale de lignées mammaires (MCpancréatiques (BxPC-3), rénale (Caki
I) ou colique (Colo 205) est fortement ralentie pa2. Il a été observé une diminution des
marqueurs de la prolifération tumorale (Ki67), uaagmentation de I'apoptose. Les
expeériences sur des lignées prostatiques xénogseffdntrent un arrét du cycle cellulaire a
un stade différent selon la sensibilité aux andnegeen G1 pour la lignée dépendante et en
G2 pour la lignée indépendante. Cet anticorps antgnkefficacité du docetaxel sur des
lignées tumorales de prostate. De méme, le blocly¢IGF1R est synergique avec la
radiothérapie sur diverses lignées [174].

D'autres anticorps sont en cours de développermmpeut citer le CP 751, 871 le h7CIO
(F50035), le MK-0646, IgG humaines hautement sppaf, le 19D12 ou le ScFv-Fc-
IGF1R. Ces anticorps reconnaissent I'lGF1R et mftideurs liaisons avec les IGF. I1s
bloquent ainsi la transphosphorylation des soutsnj puis la phosphorylation des protéines
de la transduction du signal. Comme on l'a vu plégénent, ces anticorps entrainent
I'internalisation et la dégradation du récepteuncdane diminution de son expression a la
surface de la cellule. Le ScFv-Fc-IGF1R a la paldigté d'entrainer une activation de
I'IGF1R dans un premier temps avant de le bloqLig]f

Tous ces anticorps montrent une action inhibitrinevitro ou dans des modéles de
xénogreffes sur des lignées tumorales de divemsstyfi est important de noter que l'action
inhibitrice est synergique avec la chronothérapgtetoxique [172].

Par exemple I'effet de la doxorubicine est fortenammenté sur une lignée d'ostéosarcome
implantée chez des souris avec l'ajout du CP 731,8n observe le méme phénoméne en
traitant des lignées de cancer colique avec du JFéffet synergique est observé avec
d'autres types de traitements anticancéreux, eh éfujours avec le CP 751-871, ou avec le
ScFv-Fc-IGF1R, on observe une potentialisation dmoxifene dans des modeles de
xénogreffes avec des lignées de cancer du seindmaaépendantes. La synergie s'observe
également avec les autres thérapies ciblées. Et Efftraitement de xénogreffes de cancers
pulmonaires non a petites cellules par I'anticdrp€lO montre une certaine efficacité. On
observe une réponse quasi compléte chez les ssuassociant au h7C10 la vinorelbine ou le
C225 anticorps dirigé contre 'EGFR [175].
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Cette synergie avec 'EGFR a conduit au développenian anticorps bispécifique original
humain, de type 1gG, appelé Di-diabody. 11 contilestrégions variables de deux anticorps,
un dirigé contre 'EGFR et l'autre contre I'GFResDétudes in vitro ont montré qu'il bloquait
bien la transduction du signal de deux voies el mqduisait aussi une internalisation de
I'lGF1R. In vivo, sur des modéles de xénogreffes, éffets inhibiteurs sur la prolifération
tumorale sont particulierement intéressants [176].

Plusieurs de ces anticorps sont actuellement esla@gyement clinique, avec des premiers
résultats encourageants dans les cancers bronshieaés aussi, en monothérapie, dans des
tumeurs décrites comme dépendantes de I'IGF1, mmamles sarcomes d'Ewing et les
rhabdomyosarcomes. Des réponses prolongées dasardemes d'Ewing réfractaires ont été
notamment rapportées en 2007 dans un essai de phRakesieurs essais sont actuellement en
cours pour explorer ces médicaments en monotheragtieen combinaison avec des

chimiothérapies cytotoxiques en premiere et deugibgmes [175].

111.1.1.3. Inhibiteurs de tyrosine kinase

*NVP-ADW742

C’est un inhibiteur de tyrosine kinase trés spqua#i d'IGF1R. In vitro, sur des lignées de
cellules myélomatoses résistantes aux traitemamsgentionnels, le NVP-ADW742 stimule
I'apoptose en diminuant les inhibiteurs des caspd3es études protéosomique montrent une
activation pléomorphe des effecteurs moléculairggplifératifs ou proapoptotiques. Ces
effets ont été confirmés in vivo, chez la souris, stoppant la croissance tumorale et en
prolongeant la survie, sans toxicité associée figtive [176].

Cet inhibiteur a montré une synergie avec le médphaJne autre étude a montré également
une synergie du NVP-ADW742 avec la carboplatinééebposide en traitement de tumeurs
établies a partir de lignées de cancer pulmonaineanpetites cellules.

Une molécule similaire, le NVP-AEW541 a montré uegicacité sur des cellules de

neuroblastome [177].
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*Cyclolignan PPP

Cet inhibiteur de la tyrosine kinase est spécifigieela tyrosine 1136 et n'affecte pas les
tyrosines 1131 et 1135. Ainsi, c'est la voie PI3K/Aui est principalement inhibée.

Une étude sur des lignées de myélome a montré eqti@itement par le cyclolignan PPP
bloque les cellules en phase G2/M et induit I'apept L'effet est durable et il n'a pas été
observé ou tres peu de résistance a long termaeetiiminution de I'angiogenése in vivo a
été démontré, avec dans une étude une diminutié @eé de la densité de micro vaisseaux.
Tous ces médicaments décrits sont en cours deapperhent préclinique et certains en début
de phase 1 [178].

[11.1.2. Cyclines et kinases dépendant des cyclinesodulations du cycle

cellulaire

Le cycle cellulaire se compose de cinq phases:

Go (phase de quiescence)

G1 (la cellule se prépare a la duplication de sBINA

S (réplication de I'ADN)

G2 (préparation a la mitose)

M (Mitose).

La succession de ces phases est régulée par d@&snesoserine/thréonine kinases dites
kinases dépendant des cyclines (CDK). Le taux diengs contrdle I'activité de ces CDK.

Les cyclines se regroupent en deux grandes famideamille START (cyclines C, D -Dl,
D2, D3 et E) régule la phase G1 et la transitionSGlvant le point de restriction, et la famille
des cyclines mitotiques (cyclines A et B) réguletdansition G2/M. Apres le point de
restriction, la cellule n'est plus soumise auxdacs de croissance et elle entre inexorablement
en mitose [179].

Les signaux mitotiques extracellulaires empruntelds voies de transduction
RAS/RAF/MAPK pour permettre la production et l'acaudation de cyclines D qui se lient
aux CDK4 et CDK6 pour commencer a phosphorylé dime Rb. Initialement la proteinr
Rb hypophosphorylée est liee au facteur de trgptsani E2FI qui est alors inactif hormis pour
la transcription de la cycline E. Cette cyclinestanule, se lie a CDK2 qui phosphoryle Rb.
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A I'état phosphorylé, Rb libére E2FI qui peut altsesiscrire les protéines de la phase S. Lors
de cette phase S, les cyclines D et E, apres ulngtion, sont dégradées par le protéasome,
alors que la cycline A s'accumule et se lie au CpIKAr permettre la progression dans la
phase S et neutraliser E2FI par phosphorylatiorfiretie phase S, la cycline B s'accumule, se
lie & CDKI pour préparer le passage en mitose. @eptexe active également la survivine
protéine impliquée dans la survie cellulaire. Aursode la mitose, la cycline B est dégradée
et les cyclines E et D peuvent recommencer a éduges [180].

Les complexes cycline-CDK sont sous la dépendaeceégulateurs du cycle cellulaire, les
inhibiteurs des CDK (CDKI). Les protéines inhibits des kinases (KIP) comprennent
p2lwafl, p27kipl et p57kip2, sous la dépendangeb8eet inhibent les complexes cyclines E
ou A-CDK2. Les protéines de la famille des ink4 ypanhibiteurs des CKK4) regroupent
pl5Iink4b, p16ink4a, plsink4c et p19Ink4days quilent les kinases associées aux cyclines
D (CDK2, CDK4 et CDK6) [179].

Dans les cellules cancéreuses, les points deatgstridu cycle cellulaire sont déficients. Ceci
peut étre di a un déficit en CDKI ou au contraifa surexpression de cyclines. Par exemple,
dans de trés nombreux cancers (mélanome, poumangce®rectal), le gene de pl6ink4 est
non fonctionnel a la suite d'une hyperméthylatioma son promoteur qui inhibe sa
transcription. De méme, on observe souvent unertgygEression de la cycline D1.

Le ciblage des CDK ou des cyclines offre donc detergialités importantes dans le

traitement des cancers [180].

[11.1.3. Molécules inhibitrices des CDK
[11.1.3.1. UCN-O1

Cet inhibiteur de la PKC (protéine kinase C) artétecellules en phase G et S en induisant le
CDKI p21waf qui déphosphoryle CDK2 et empéche alasphosphorylation de Rb et la
libération de E2FI. L'UCN-O1 supprime aussi le paia restriction en G2 autorisant I'entrée
en mitose de cellules avec des dommages de I'ADMoO(# en association avec les
chimiothérapies) ce qui conduit a lI'apoptose. Liadstration de la drogue doit étre continue

sur plusieurs jours.
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Dans une étude de phase | chez 47 patients, Ilypémie s'est révélée d’une toxicité
limitante. On note également une toxicité pulmanailes hypotensions et des vomissements.
Il a été observé une réponse partielle pour un moék@ et une réponse compléte pour un
lymphome. D’autres parts des essais d'associatianchimiothérapie ont été menés avec
succes, méme si on a pu craindre initialement ¢areéter le cycle cellulaire puisse étre un
moyen de résistance de la cellule tumorale auxmétotiques, en particulier les
antimétabolites comme le 5FU ou le gemcitabine ANJO1 doit donc étre administré apres
la chimiothérapie,

Une autre étude de phase | a inclus 35 patiené&s@4 un cancer colique et 26 prétraités par
5FU pour recevoir une perfusion hebdomadaire de a&itdlant 24 h suivie d'une perfusion

de 135 mg/m2 d'UCNO1 pendant 72 h (puis 67,5 mgén#lant 36 h les cycles suivants).

En plus des toxicités citées ci-dessus, on retroegesyncopes et des arythmies comme effets
indésirables. Sept patients ont été stabilisést (glarprétraités par 5FU).

Dans une autre étude qui a associé 'UCN-O1 adtecan chez onze patients résistants a
I'irinotecan, la tolérance a été acceptable estsikilisations ont pu étre obtenues.

Enfin une étude sur des cellules de leucémie auydome a montré une forte synergie en

associant a I'UCN-O1 une statine qui agit en intiiiactivation de Ras [181].

111.1.3.2. Flavopiridol

Le flavopiridol est un inhibiteur de kinase avee Uorte affinité pour les CDK (1, 2, 4, 6).
Dans des lignées tumorales, il arréte le cyclaulzete et induit I'apoptose (par induction des
caspases et inhibition des protéines antiapoptesiqiigure 34) Le schéma d'administration
initial sur plusieurs jours en continu a pu étnmdifié a des perfusions d’'une heure. Dans
une phase | chez 76 patients, les principaux eBetondaires étaient asthénie, diarrhée,
hypotension artérielle et accidents thromboembebqlne réponse partielle dans un cancer
du rein et des stabilisations dans un lymphomeganter rénal et un cancer colique ont été
observées. Une phase Il a donc été menée dansadesrg rénaux, mais elle s'est révélée
improductive. Le flavopiridol est également inedfoe en phase Il dans les cancers gastriques

ou des sarcomes. L'association avec la chimiotieeeagté testée [182].
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Dans une étude de phase |, 27 patients recevaiedbdetaxel suivi de flavopiridol cing
réponses partielles dans des cancers du panciéagirdou de l'ovaire et dix stabilisations
(dont quatre cancers du pancréas) ont été observées

Une autre étude de phase | a inclus 51 patients igaevoir de l'irinotecan suivi 7 heures
plus tard de flavopiridol. La toxicité hématologeet les diarrhées ont été notablement
accrues. On a observé 3 réponses partielles ¢afhiisations supérieures a six mois.
Finalement, les essais cliniques de phase Il seréovelés insuffisants et le développement de
ce produit est actuellement arrété. Il est probaple des études fondamentales ou de
recherche de transfert aient été insuffisantescle@ma optimal n'‘a pas vraiment pu étre
déterminé et aucun marqueur intermédiaire n'a éfididbour juger de sa réelle efficacité
[183].
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Figure 34: Structure du Flavopirido[184]
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111.1.3.3. E7070

E7070(Figure 35)entraine undéplétion du stock de cycline lBduit p21 et p53 et inhibe
phosphorylation de CDK8E].

En phase |, les effets secondaires lints sont des leucopénies, thrombopénies, ané
colites et diarrhée Une étude de phase Il a t le E7070 sur des cancers ORL (1
perfusion d’'une heure toutes les 3 semaines), maite prématurément arrétée car at

patient n’a survécu pluge 4 mas.

N Cl

E7070

Figure 35: Structure de 'E7070 [186]

Une étude de phase Inaontré qu'il pouvait étre associ@u carboplatine. 1l a cependeété
démontréune inhibition de la phosphorylation de Rb sur biepsies aprés traitemelAinsi,
la modification du deéma d'administration pourriaméliorer les résults clinique: [187].
111.1.3.4. Autres molécule:

La roscovidine (CYC202) est un inhibiteur de tyneskinase particulierement actif contre
CDKI, CDK2 et CDKs. Elle est administrc oralement en deuxiges quotidiennes, ci jours
de suite tates les trois semaines. Une étude de phase llasi2® patients. Les effe
secondaires observégtaien représentéspar les vomissements, ['hypokaliémie
l'augmentation de la créatininSur les 29 patients traités, setisis stabilisations ont é

observées [188].
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*Le BMS-387032 :
C’est également un inhibiteur de CDK2.

O
O N
H

HN

Figure 36: Structure du BMS-387032 [189]

Il a été administre en phase | chez 36 patientsppdiusion d’'une heure toutes les trois
semaines. Les effets secondaires étaient I'astHénieausées, les vomissements, la diarrhée,
et la constipation. Il a été observé cinq stalitises (2 cancers du rein, 1 cancer pulmonaire, |
myosarcome, 1 cancer ORL). Il existe d’autres agipee pour interférer avec les cyclines.
L'une d’elles est I'utilisation d'inhibiteurs dupgasome qui intervient pour la dégradation des
cyclines ubiquitinées, Le bortezomib, inhibiteur ghotéasome, montre une bonne efficacité

dans les myélomes [190].

Le champ d'investigation des thérapies ciblées desc considérablement élargi avec le
ciblage des voies de I'IGFIR et des cyclines. Leettppement des produits contre ces voies
en est actuellement a ses débuts. Ills ont esdentait une action cytostatique et montrent
peu d’efficacité en monothérapie. Les associatiotaschimiothérapie semblent prometteuses
[191].
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lll.2. CTLA-4 et Toll-like récepteurs: de nouvelles cibles en
immunothérapie

Plusieurs données cliniques suggerent que la mimluldes réponses immunitaires peut étre
une stratégique antitumorale efficace. L'adminigirade BCG est reconnue comme un
traitement efficace des cancers superficiels deetsie. Par analogie avec les vaccinations
contre certains pathogénes intracellulaire, desopotes de vaccination ont utilisé le BCG
comme adjuvant et permis l‘'obtention de résultdisiques intéressants. L'allogreffe de
cellules hématopoiétiques a montré de longue dateapacité a éradiquer des maladies
leucémiques réfractaires aux traitements convemélsn Récemment, l'introduction des
anticorps monoclonaux dans 1'arsenal thérapeutidee I'oncologie médicale et de
I'nématologie a étayé l'importance du systeme initauwe antitumoral. Ces résultats ont
motivé un plus ample développement des biothérdpiexisant les réponses immunitaires
antitumorales, ainsi, nous aborderons ici les desriéndamentales et cliniques concernant
l'utilisation de ligands agonistes des réceptewslad famille TOLL et des anticorps
neutralisant la molécule CTLA-4 [192].

111.2.1. Rappels

Le systeme immunitaire comprend l'ensemble des mmoas biologiques qui agissent

conjointement pour protéger l‘organisme des agpessipathogenes extérieures (virales,
bactériennes, parasitaires ou fongiques). Cettegtion est possible grace a la discrimination
entre les cellules saines de l'individu (le soi)lest cellules infectées, potentiellement
dangereuses pour l‘organisme (le non-soi). Limi@unpeut étre divisée en deux

compartiments distincts, I'immunité innée et I'immité adaptative.

L'immunité innée comprend les barrieres biologig(@sau, muqueuse), les systémes du
complément et de l'inflammation et les cellulesgimocytaires a cytotoxicité naturelle (NK),

macrophages, cellules dendritiques et autres lyoybs a TCR invariants. L'immunité

adaptative est composée des lymphocytes T et B.[193
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Figure 37: Structure des récepteurs du CTLA-4 [194]

Elle est spécifique de l'antigene qui a déclenehéponse immunitaire et elle induit une
mémoire a long terme qui protége plus efficacerierganisme lors d'une seconde infection.
Une coopération cellulaire et moléculaire entre @desx compartiments est requise pour la
genése d'une réponse immunitaire efficace [195].

Les grandes étapes de l'initiation des réponsesmitaires sont maintenant bien connues.
Les cellules dendritiques (DC) présentes en péri@héconnaissent et captent des protéines
exogenes, elles internalisent et clivent ces pnetéien peptides, puis les présentent a leur
surface associés aux molécules du CMH de classéll Dans un contexte inflammatoire, les
cytokines et chimiokines produites par les cellldescompartiment inné et les signaux de
danger percus par la DC vont déclencher un prosedsumaturation. Les DC migrent dans

les organes lymphoides secondaires (OLS) les ploshes (ganglions, rate), pour initier
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I'activation des lymphocytes T ou B naifs. Cettivation nécessite trois signaux différents.
Tout d'abord, la reconnaissance spécifigue entreolaplexe CMH/peptide et le TCR,
récepteur spécifique du lymphocyte T. Cette premieéeconnaissance déclenche la
phosphorylation de la partie intracytoplasmique TR, le recrutement de ZAP70 et des
kinases de la famille syk et Ick. Le signal n'espendant pas suffisant pour permettre une
activation efficace du lymphocyte. Des signaux dstimulation sont nécessaires, ces
protéines Co-stimulatrices sont exprimées prineipant sur les membranes des cellules
présentatrices d'antigene (CPA) et sont induitex@us de leur maturation. La voie de
costimulation la plus connue est la voie B7/CD2B28 est exprimé par les lymphocytes T,
B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) sont exprimés par les m&ures. Ce second signal permet le
recrutement de kinases complémentaires comme lappboositide-3 kinase (PI3K), ainsi
que le soutien de la phosphorylation initiée paf @GR. Un troisieme signal reposant sur la
présence de cytokines dans l'environnement des higoypes permet leur éducation et
I'acquisition définitive des fonctions effectriceBarticulierement, la différentiation Thl qui
favorise une réponse cytotoxique cellulaire (CTE) mécessaire a la genese d'une réponse
immunitaire antitumorale. Cette réponse de typestl @aractériseée par la production de
cytokines, interférory- (IFN-y) et tumor necrosis facter- (TNF-). Les réponses
immunitaires doivent étre finement régulées poupas engendrer d'auto-immunité. Ainsi,
des molécules comme CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocydatigen-4) (Figure 37) sont
synthétisées lors de 1'activation initiale des lgogytes T et agissent comme répresseurs de
I'activation T. Les polymorphismes génétiques ddL&% produisent des protéines d'une
activité biologique variable. Les personnes expnimeertaines formes de CTLA-4 sont
sujettes au développement de maladies auto-immigtles que la maladie de Graves, la
maladie cceliaque, I'hypothyroidie auto-immune,iébdéte de type | ou la sclérose en plaques
[196].

[11.2.2. Historique des récepteurs de la famille T8-like receptors (TLR)

Les récepteurs de type Toll (Toll-like receptorkR) (Figure 38) sont des homologues de la
protéine Toll, une protéine impliquée dans le déppément embryonnaire chez la drosophile

et notamment I'établissement de la polarité dorsimake. En 1997, Ruslan Medzhitov dans le
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laboratoire de Charles Janeway Ir, identifiait TL.Rd premier gene homologue de Toll
découvert chez les mammiféres. Ce TLR se révélaraan plus tard, étre le récepteur du
composant majoritaire de la paroi des bactériemgréagatif, le lipopolysaccharide ou LPS
[197].

Les ligands de TLRI et TLRII restent encore incanawuce jour. Ces récepteurs possédent un
domaine intracellulaire conservé homologue au doenau récepteur pour linterleukine-I
(IL-1 R). lls sont impliqués dans la reconnaissamEs motifs moléculaires des agents
pathogenes conservés au cours de I'évolution ebup§s sous le terme anglo-saxon de
pathogen associated molecular pattern (PAMP). At les TLR font partie de la famille
des PRR (pathogen recognition receptors), tout cer@Emrécepteur au mannose ou encore
NOD. Ces PRR sont localisés principalement a ltasardes cellules de I'immunité naturelle:
monocytes/macrophages, cellules dendritiques, leslINK et polynucléaires neutrophiles.
Comme nous le décrirons ci-apres, certains TLR soissi exprimés par les cellules de
'immunité adaptative (lymphocytes B, lymphocytels adinsi que les cellules épithéliales et
endothéliales [198].

IL-1R TLR
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Ig-li K'E- \,  extracellulare
domain 11iche en Leuncine
{environ S00 AAN)

 membrane
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ntracytoplasmigue

# domamme= TIR

‘ Toll-TL 1R
4 (environ 200 AA)

Figure 38: Structure des TLR [199]
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La fonction générale de ces PRR et donc des TLReepercevoir les signaux Danger. Cette
notion de Danger a été énoncée pour la premieseeinil994 par Polly Matzinger [132].
Cette théorie du Danger indique que la capacitéégense du systeme immunitaire est
directement reliée a la perception du Danger. Satigoement, en I'absence de Danger, le
systéme immunitaire ne sera pas actif et il enlte&suun phénoméne de tolérance. A
l'inverse, en cas de Danger, une activation efficic systeme immunitaire s'’initiera. Il est
possible de distinguer deux types de signaux Darlgsersignaux exogéenes émis par les
agents pathogenes (c'est-a-dire les PAMP) etdesigsk endogénes émis par l‘'organisme hote
suite a des dommages ou des agressions tissulairesncore lors de déréglements
métaboliques. Afin de mieux clarifier cette notide signaux Danger endogéenes, nous
citerons quelques exemples. Ainsi, rentrent dartte ceatégorie les protéines du choc
thermique ou HSP (pour Heat Shock Protein) [200].

LB T,i"iacyla_f vy Flugellm Bacterial or
.BE lipopeptide I S viral DNA
MD-2 |
C_f"' ) = _‘
Ch14 TR 2B E TR 6 B :.

Figure 39 Activation des TLR [201]

Ces protéines chaperons intracellulaires, retraare@econcentration élevée dans les cellules,
voient leur expression augmentée lors du stredglaied. Certaines équipes ont proposés de
les utiliser comme adjuvant en immunothérapie amiitrale. Des composés strictement ou

majoritairement intracellulaires, comme l'acidequg ou les nucléotides intracellulaires (UTP
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et ATP) associés au métabolisme énergétique dexi¢rtes signaux Danger endogenes lors
de la rupture accidentelle de la membrane plasmifjuge cellule. Cette observation de la
rupture de la membrane plasmique est bien conngseadatomopathologistes lors de la
nécrose. L'interaction des TLR avec leurs ligandslahche [l'activation de différents
mécanismegFigure 39) concourant a la réaction inflammatoire (inductide genes de
cytokines inflammatoires et de chimiokines, assudenrecrutement des polynucléaires
neutrophiles et des macrophages) et a l'activatienla réponse immunitaire adaptative
(induction des molécules HLA de classe Il et ddioagdation) [202].

Au préalable, nous aborderons la localisation @t des TLR, leurs expressions et les
principales voies de signalisation de ces réceptdbeci permettra de mieux appréhender
comment ces récepteurs PRR peuvent amplifier otaues les réponses immunitaires
antitumorales. Nous indiquerons également commesitTe.R peuvent aussi participer a la
progression, l'invasion tumorale, la disséminatienmétastases ou encore I'échappement au

contréle du systeme immunitaire [203].

[11.2.3. Localisation, expression, et principales wies de signalisation des
TLR

Les TLR peuvent étre classés en deux catégoridenetion de leur localisation cellulaire.
Les TLR extracellulaires localisés a la membraresmpique (TLRI, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6 et TLR10) auront pour principale fonction dergevoir les signaux Danger provenant
de l'extérieur, a savoir les PAMP exprimés a lafasm@ des agents pathogénes (LPS,
lipopeptides, acide lipoteichoique, peptidoglycdes bactéries gram positif...). Sur la base de
la séquence aminoacide et la structure génomigseTLRI, TLR2, TLR6 et TLR10. Ces
TLR agissent sous forme d'heterodimére TLRI/TLRZR®/TLR2 et TLRIO/TLR2.

Les TLR intracellulaires (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9ycalisés au niveau des compartiments
endosomaux ou lysosomaux, détectent les PAMP gitrdaires et notamment les acides
nucléiques (ARN viraux simple ou double brin) e$ ldinucléotides CpG (séquence de
cytosine-guanosine associée a des nucléotides mangdLR2 agissent sous forme
d'heterodiméres avec TLRI ou TLR6. TLR10 pourrassocier sous forme d'heterodimeéres
avec TLRI et TRL2. Les ligands de TLR10 et TLRItent actuellement inconnus [204].
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On compte différentes classes d'oligodesoxynudéstisynthétiqgues CpG (CpD ODN)
d'activité biologique différente: les CpG ODN clags stimulent surtout la production d'IFN-

vy par les PDC, les classes B activent la maturades PDC et la proliféeration des
lymphocytes B (ce sont les plus utilisés en thérapiti tumorale), les classes C possédent les
propriétés des classes A et B [205].

TollIL-1R superfamily

| |
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Figure 40: Voies de signalisation des TLR [206]
Les mammiféeres différents des procaryotes dansdgédde méthylation des dinucléotides
CpG, les procaryotes présentant beaucoup de n@pi non méthylés. La reconnaissance
spécifique de ces dinucléotides CpG non méthylésreides dinucléotides CpG méthylés par

TLR9 permet d'établir la distinction entre de I'ADINI soi et des acides nucléiques viraux.
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Cette compartimentation cellulaire (membrane plgseiendosomes) des TLR n'est pas

absolue.
Tableau Ill: Les principaux ligands des récepteurs TLR [208]
Principaux ligands exogéenes (PAMP) | Ligands Ligands ayant
TLR endogenes une activité
thérapeutique
en cancérologie
TLR1 - Triacyllipopeptides, TLR2
TLR2 lipoarabinomannane(mycobacteries)
- Peptidoglycanes (Bactéries a granfj+) Defenéines
TLR2 - Zymozan (fungus) - HSP60 - BCG
- Protéines virales (HSV1, HCV, - HSP70
CMV, rougeole) - Radicaux
- Phospholipides tréponémales oXygeénes
- Phosphatidylinositol (protozoaires)| - HMGBL1
- ARN Double brin (virus, - ARN messagef - Acide
TLR3 helminthes) polyinosylique-
polycytidique
- Acide
polyadénylique-
polyuridylique
TLR4 - LPS (bactéries a gram négatif) - HSP70, HSP9(Q| -CFA
- Protéines virales (protéine F du VR[S) Héparines -BCG
- Lipides (trypanosomarusi) - Fragments - Taxols
polysaccharidiqug (paclitaxel)
s du hyaluronane| - MPI
- Fibrinogéne
- Défensine
- HMGB1
TLR5 - Flagelline
TLR6+TLR2 |- Diacyl-lipopeptides (mycoplasmes) -Imiquimod
-resiquimod
TLR7+TLR8 |- ARN simple brin (Inflenza, VSV,
VIH, VRS)
TLR9 - Motifs CpG non méthylés (ADN - Chromatine de | -CpG ODN*
viraux ou bactériens), schizontes de | I'h6te
malaria
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*On compte différentes classes d'oligodesoxynuitiést synthétigues CpG (CpD ODN) d'activité
biologique différente: les CpG ODN classe A stimulgurtout la production d’IFNx par les PDC, les
classes B activent la maturation des PDC et laifémtion des lymphocytes B (ce sont les plussétlien
thérapie antitumorale), les classes C posséderrggriétés des classes A et B

Les cellules dendritiques I'exprimeraient seulemauntniveau intracellulaire, alors qu'une
expression extracellulaire est aussi retrouvée fesufibroblastes et les cellules épithéliales.
TLR4 pourrait percevoir le LPS au niveau intradelle@ dans les cellules épithéliales

intestinales [205].

Du point de vue de I'expression cellulaire, les TkBht exprimés sur les cellules de
I'immunité innée (cellules dendritiques, monocytesirophages, polynucléaires neutrophiles,
polynucléaires éosinophiles, mastocytes, cellul&3, Nes cellules de I'immunité adaptative
(lymphocytes B, lymphocytes T CD4 comme CD8 et m&négulateurs), et les cellules non
immunes comme les fibroblastes, les cellules erdiates et certaines cellules épithéliales
(bronchiques, gastro-intestinales, urogénitales. d@ fait, les TLR pourront étre aussi
exprimés par les cellules provenant de ces tissaswmnis a un processus de transformation.
Le profil d’expression des TLR répond ainsi a umgribution spécifique en fonction des
tissus et des types cellulaires. Ceci permet deleéglus finement la réponse immunitaire
[208].

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) danprincipale source d'interférons-
(IFN-a) de l'organisme et jouent un réle primordial dengéponse immune antivirale. Elles
expriment majoritairement les TLR7 et TLR9 afinmlrcevoir I'ADN viral simple brin et les
motifs CpG non méthylés. A linverse, les celluldsndritiques myéloides immatures
présentent un profil d'expression complémentairec diexpression des TLR membranaires
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 et les TLR endosomal.R3 et TLRY.

La stimulation de ces TLR par leurs ligands abautir la synthése et la sécrétion
d'interleukine-12 (IL-12) permettant, tout commesyathese d'IFNk par les PDC, [l'initiation
d'une réponse de type I. Les conséquences dépeiddamment de la cellule exprimant le
TLR. Ainsi, les cellules douées de propriétés phstgires, comme les macrophages, les

polynucléaires ou les cellules dendritiques immeunoient leur capacité de phagocytose
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stimulée par l'interaction TLR ligand. Les cellulésndritiques produisent de I'lL-12 ou de
I'lFN-a. pour mettre en place une immunité a meédiationulzeie efficace aboutissant a
I'élimination de l'agent pathogéne. Citons un darnéxemple, qui pourra avoir des
conséquences pour l'immunothérapie antitumoralgoksibilité que les ligands des TLR
(TLR8 ou TLR2, notamment) puissent s'opposer aifpression de la réponse immunitaire
causée par les lymphocytes T régulateurs. Cesiémscsont délivrées par un nombre limité
de voies de signalisation, conservées par lesrdiffé TLR. Il est généralement accepté que
tous les TLR (en particulier TLR2, TLR5, TLR7, TLR& TLR9) a I'exception de TLR3
utilisent la molécule MyD88 (Myéloide Différentiati primary response protein 88), comme
protéine adaptatrice pour initier la voie de siggaion puis des kinases de la famille 1IRAK
(1L-I Receptor-Associated Kinase). TLR3 impliques Iprotéines adaptatrices, Trif (TIR
domain containing adaptator-inducing IFN) et IPhted factor 3. TLR4 utilise a la fois des
voies de signalisation dépendantes de MyD88 etpimigantes de MyD88 dont celle de Trif
par l'intermédiaire de la protéine adaptatrice TRAMf-related adaptator molécule). [209]
Ces voies de signalisation aboutissent a l'acbwaet la translocation vers le noyau des
facteurs de transcription NFKB et AP-l (activatipgptein-l). Il en découle ensuite la
transcription de cytokines pro-inflammatoires, coenl@ TNFe, et I'lL-6. Les TLR peuvent
aussi signaler via les caspases les protéasesgimpb dans l'induction de l'apoptose. Par
exemple, I'activation de TLR peut aboutir a la é&on d'1L-18 de maniere indépendante de
MyD88. Dans ce contexte, les TLR induisent la casgaqui permet la conversion de la pro-
1L-18 en 1L-18.

Ce processus favorise la polarisation Thl des ré@®immunitaires [209].
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Tableau IV: Les principales actions associées a la stimulatésncellules immunitaires
humaines par des ligands des récepteurs TLR [209]

Principales cellules
immunitaires

Fonctions

Principaux TLR impliqués dans la fonction

Cellules dendritiques
conventionnelles*

- Production d’IL-2 (oriente vers réponse de typ§
- Migration vers le ganglion de drainage

- Accroit I'expression des molécules HLA classe
et de co-stimulation)

TLR1/2/6, TLR5, TLRS,
TLR1/2/6, TLR5, TLRS,
TLR1/2/6, TLR5, TLRS,
TLR2, TLR7/8,

- Accroit l'internalisation de I'antigéne - TLR3
- Favorise la présentation croisée au LT CD8+
Cellules dendritique - Production d’'IFNe (oriente vers une réponse d¢ -  TLR7, TLR9
plasmacytoide (PDC) type I) - TLR9
- Favorise la présentation croisée au LT CD8+ |-  TLR9
- Résistance a I'apoptose - TLR7,TLR9
- Migration vers le ganglion de drainage (CCR7)
Monocytes/ Macrophages - Phagocytose - TLR9
- Production de cytokines pro-inflammatoires (IL} -  TLR1/2/6, TLR5, TLR8
1b, IL-6, TNF#)

- Production de chémokines (CCL2, CCL3, CCL;
IL-8, CXCL8, CXCL2/3°

TLR1/2/6, TLR5, TLR8

Cellules NK - Production de défensines alpha - TLR2, TLR5
- Augmentation de la cytotoxicité - TLR3, TLR2
- Production d’IFNy - TLR2, TLR3, TLR5, TLR9
- Production de TNFe+ - TLR3, TLR9
Lymphocytes B - Stimulation des réponses B - TLR9, TLR2

- Commutation isotypique

- Augmentation de I'expression des molécules d

TLR9, TLR2 (avec BCR et coopération avec LT CD4)
TLR9

costimulation - TLRO
- Résistance & I'apoptose - TLR9
- Migration vers le ganglion de drainage
- TLR9, TLR2
- Différentiation en plasmocyte (avec BCR pour {B
naif sans BCR pour LB mémoires)
Lymphocytes T CD4 - Polarisation TH1 (effet via CPA) -  TLR4
- Polarisation TH2 (effet via CPA) - TLR2, TLR5
- Stimulation production de cytokines (IL-2, IL-8] -  TLR2, TLR5, TLR7/85 (avec TCR)
IL-10,TNF-a, IFN-y) par les LT CD4 mémoires -
- Stimule prolifération des LTCD4 mémoires
- Augmentation production d’IL-8 - TLR2, TLR5, TLR7/85 (avec TCR)
- Diminution production d’IL-8 - TLR2, TLR5 (avec TCR)
- Augmentation de la survie - TLRY (avec TCR)
- TLR3 (avec TCR)
Lymphocytes T CD8 - Augmentation de la production d’'IFNpar les LT] -  TLR3 (avec TCR)
CD8 effecteurs
Lymphocytes T régulateurs | - Inhibition des fonctions suppressives (LT murirjs)  TLR8, TLR2 (avec TCR)
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*Cellules dendritiques conventionnelles appeléesredois cellules dendritiques myéloides TLR2 sgits
forme d’hétérodimeére avec TLR1 ou TLR6. TLR1 agquithire.

*LT: lympohocytes T

[11.3. Bases fondamentales de l'implication des TLRen cancérologie et

modeles expérimentaux

Les premiers balbutiements de lI'immunothérapie saums le savoir utilisé des ligands des
TLR. Ainsi l'adjuvant complet de Freund bien cordas immunologistes pour faciliter une

réponse antitumorale cellulaire et humorale quiespond a la mycobactérie Mycobacterium
bovis inactivée par la chaleur mise en suspensams de I'huile minérale, active la réponse
immunitaire via les TLR et plus particulierementR4. L'effet adjuvant obtenu dans les

cancers superficiels de la vessie avec le BCG tesulssi d'une activation des TLR2 et
TLR4. L'utilisation de ligands agonistes peut sediEr sur deux mécanismes d'action
différents, d'une part, les ligands de TLR peuwetatragir avec les cellules immunitaires pour
favoriser l'activation du systeme immunitaire ina@égmenter les signaux de costimulation
nécessaires aux lymphocytes T et amplifier aiesiidacité des réponses immunes. D'autre
part, ces ligands pourraient également directenagit sur les cellules tumorales qui

expriment des TLR [210].

111.3.1. les ligands de TLR comme agents immunomodateurs

Les différentes propriétés, mentionnées ci-desaasiferent aux TLR des fonctions
adjuvantes particulierement intéressantes pour iaregl l'efficacité des stratégies
d'immunothérapies, plus particulierement la capadis ligands de TLR a promouvoir la
maturation des DC et I'activation des cellules N&€ favorable a 1'obtention d'une réponse
vaccinale Thl de bonne qualité. De plus, certamgtix suggerent que des ligands de TLR
(TLR2 et TLR8) pourraient abolir les fonctions stggsives de lymphocytes T tolérogénes.
Les ligands de TLR aprés administration exercefgicéfement des activités antitumorales
dans différents modéles de cancer murin. Les ligashel TLR administrés seuls peuvent

favoriser un rejet tumoral, lorsque les tumeurst st petite taille. Cet effet implique la
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réponse adaptative et les lymphocytes T. Les oigoxlynucléotides synthétiqgues CpG (CpG
ODN) activent en premier lieu les lymphocytes Best PDC. Les PDC migrent de la zone
marginale vers les zones T des ganglions lymphegigsecréetent de I'IlFN: expriment les
molécules de costimulation et activent les lymplegyl. La cytotoxicité des cellules NK est
aussi augmentée par l'intermédiaire de la produdaimterférons. Lorsque les tumeurs sont
plus volumineuses, une approche combinant antiamgusoclonaux, radiothérapie, chirurgie
et/ou chronothérapie anticancéreuse est nécegsaireradiquer la tumeur.

L'effet adjuvant des ligands synthétiques de TLROcapable d'augmenter 'immunogénicité
d'approches d'immunothérapie utilisant aussi besgkptides tumoraux, de 1'ADN tumoral,
des cellules tumorales ou des cellules dendritiquésees avec des antigenes tumoraux. Les
résultats obtenus dans ces modeles expérimentaurepent d’envisager de maniere

encourageante un transfert vers la clinique [211].

111.3.2. Les ligands de TLR utilisés comme agent #rapeutique ciblant

directement les cellules tumorales

Les cellules tumorales elles-mémes pourraient mx@ries TLR. Ceci est observé pour les
cellules tumorales issues des leucocytes (leucérnieslymphomes). Les carcinomes
épidermoides peuvent également exprimer des TLRothe connaissance, une cartographie
deétaillée de I'expression de TLR par type de canest pas disponible du fait de la difficulté
d’analyse de l'expression de ces récepteurs en moinistochimie. En revanche, différentes
études rapportent I'expression de TLR par desdigicéllulaires tumorales établies issues des
tumeurs suivantes: pulmonaire, mammaire, coliquestptique, uro-épithéliales, carcinomes
gastriques, ovariens, choriocarcinomes, neurobtaeto mélanomes. Les principaux TLR
exprimés par ces tumeurs seraient TLR2, TLR4, TuR&is aussi le TLR1, TLR3, TLR5 et
TLR6. Ceci confere aux cellules tumorales la capade répondre aux ligands de TLR
utilisés en thérapeutique. La transformation néiglee pourrait aussi conduire a la perte de
I'expression de TLR, comme le suggere une étudel®mxpression de TLR3 par les
hépatocytes et les hépatocarcinomes. La présenteRIi@ serait nécessaire pour 'activation

de la cytolyse hépatique par les lymphocytes Ttoytques apres infection virale [212].
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Ainsi, la perte d'expression de TLR3 par les h#qmtinomes pourrait expliquer leur
échappement a la cytotoxicité cellulaire des ceitNlK ou des lymphocytes T cytotoxiques.
Cela nous améne a considérer les effets potediela stimulation des TLR exprimés par les
tumeurs. L'interaction ligand/TLR exprimés par lesllules tumorales peut aboutir a
différentes conséquences. La stimulation de TLRB gun ligand l'acide polyinosinique
polycytidylique (Poly(l:C)) aboutit & l'apoptose dmllules du cancer du sein. Aprés
engagement du TLR3 par le poly(l:C), les cellulescdncer du sein rentrent en apoptose.
Cette apoptose implique l'activation de la casgastde la caspase 8. Dans ce cas, les TLR
utilisent approximativement la méme signalisatia® des récepteurs de mort comme Fas et
notamment le recrutement de la protéine adaptd#deD. Cette induction d'apoptose pourra
étre mise a profit pour lutter contre les tume@ds3].

Néanmoins, il existe également des données indiqyam les TLR peuvent étre impliqués
dans des mécanismes favorables a I'échappemegsidume immunitaire et a la progression
des cancers [214].

[11.3.3.Utilisations thérapeutiques potentielles

La preuve du concept de l'efficacité antitumorade ligands de TLR repose sur les résultats
encourageants et spectaculaires obtenus lors decphes évaluant 1'utilisation de cremes a
base d'imiquimod (Alda raTM), un ligand synthétiqgde TLR7, lors du traitement de
carcinomes basocellulaires présentant une localsauperficielle. Des études controlées
randomisées ont montré la régression histologigales d78 a 87 % de ces carcinomes
superficiels aprés application locale cing jours pamaine pendant six semaines. L'effet
bénéfique de I'imiquimod résulterait d'une stimolatdes pDC, qui a leur tour libéreraient de
I'lFN-y puis activeraient les effecteurs du systeme imtairei D’autres tumeurs
superficielles comme les cancers de la vessie pelagssi répondre a I'administration de
BCG. En revanche, pour les tumeurs plus avancéssrdponses cliniques sont moins

évidentes.

119



Tableau V: Principaux essais clinigues menés en cancéroldtjisant des ligands de TLR

A1

[215]
Ligand TLR TLR incriminé(s) Cancer Résultats Mécanisme(s)
utilisé Suspecté(s)
BCG TLR2, TLR4 Carcinome Augmentation de la réponse IgM Effet adjuvant,
colorectal dirigée contre I'antigéne de tumeur | administration avec un
avancé co-administré (TA90) et corrélation | antigéne tumoral
avec la survie
BCG TLR2, TLR4 Cancer du coloh  44% de réduction debutes aprés | Effet adjuvant,

5 ans de survie administration avec
cellules tumorales
irradiées

BCG TLR2, TLR4 Cancer de la Réponses cliniques observées Administration sans
vessie antigéne
CpGODNSs TLR9 Mélanome Augmentation de la réponse CTL tEdffuvant,
administration avec
peptide Melan A
CpGODNs TLR9 Lymphomes Augmentation du nombre de NK et | Effet adjuvant,
non- de leur cytotoxicité monothérapie sans
hodgkiniens antigéne
CpGODNSs TLR9 Mélanome Augmentation de la réponse Effet adjuvant,
spécifique antitumorale administration avec
peptide MAGE-3
CpGODNSs TLR9 Lymphomes Marqueurs biologiques induits par | Combinaison avec
non- CpGODN, pas de toxicité Rituximab
hodgkiniens
CpGODNSs TLR9 Mélanome 2 réponses partielles et 3 Effet adjuvant
stabilisations sur 20 patients traités
CpGODNs TLR9 Tumeurs solide$ Combinaison avec
réfractaires taxane/platinium
Imiquimod TLR7/TLR8 Mélanome Augmentation de la réponse Effet local, association
spécifique antitumorale (peptides | avec peptide de

NY-ESO-1), pas d'effets cliniques | mélanome et le ligand
de FLT

Imiquimod TLR7/TLR8 Carcinome Réponses cliniques observées Administration local
basocellulaire sans antigéne

MPL TLR4 Mélanome, Augmentation de la réponse Effet adjuvant (selon
glioblastome, spécifique anti-tumorale, pas d’'effe{ revue Baldrige) ,
carcinome clinique administration avec
colorectal, antigéne tumoral
carcinome
pancréatique

Poly (A : U) - TLR3 Cancer du sein | - Augmentation de la survie par | Analyse a posteriori de

rapport au groupe placebo patientes traitées*
Poly (A : U) - TLR3 Cancer du sein | - Augmentation de la survie Avec radiothérapie

- Diminution de l'incidence des
métastases par rapport au groupe S

locorégionale
ans

Poly (A : U)
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Plusieurs études cliniques rapportent I'utilisatd®n ligands de TLR pour exercer un effet
antitumoral. 1l est possible de distinguer l'udtisn comme agent adjuvant avec co-
administration d'un antigene au sens large (duigepiumoral aux cellules tumorales

inactivées) ou seul sans administration d'antig2h®].

111.3.4. Les ligands de TLR administrés en plus d'me autre approche
d'immunothérapie

L'association de ligands de TLR et d'approchesndlinothérapie peut étre toutefois un
débouché intéressant pour ces molécules (commeQIp®H. Nous avons choisi de l'illustrer
par deux exemples. Le CpG ODN augmente la réponSBd cytotoxique contre l'antigéne
de tumeur Melan A et pourrait augmenter la cytativé&i NK, la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC) lors de l'admatisin combinée avec un anticorps
monoclonal a effet antitumoral. Le monitoring d'ueke étude a permis d'identifier des génes
induits par les IFN de type | chez les patientevaat des CpG ODN avec l'anticorps
rituximab [216].

111.3.5. Les ligands de TLR administrés seuls

Des études cliniques ont aussi choisi d'adminisérégand de TLR seul. Ainsi, Pashenkov et
al. Rapportent une étude de phase Il évaluanédéhid'un CpG ODN dans le traitement des
mélanomes, vingt patients porteurs de mélanomeadie slic ou IV ont étés inclus et traités

par des injections sous-cutanées hebdomadairesx Déponses partielles et trois

stabilisations de la maladie ont été observéegjuteconfirme l'activité biologique de ces

molécules [217].

Antoine Carpentier et al. ont réalisé une étudeptiase | évaluant la faisabilité de

l'administration de CpG ODN directement dans deseblgistomes, chez 24 patients
réfractaires aux traitements conventionnels. L'adstration de CpG ODN s'est avérée non
toxique. Les auteurs rapportent une diminutionaiketde 50 % pour deux patients et une

survie globale médiane de 7,2 mois [216].
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Les cibles des ligands de TLR peuvent étre lesileslide I'immunité adaptative (cellules

dendritiques, cellules NK), mais aussi les cellul@morales elles-mémes. Certains agents
anticancéreux comme les taxols pourraient induia@dptose des cellules tumorales apres
interaction avec les TLR, TLR4 en 1'occurrence pesitaxols.

Fabrice Andre et al. ont analysé I'expression d&kJldans une cohorte de 182 patientes
incluses dans un essai thérapeutique évaluardréinte 1'injection intraveineuse d'un ligand
de TLR3 (polyAV) aprés chirurgie d'un cancer dunsdocalisé et présentant un

envahissement ganglionnaire.

L'expression de TLR3 était observée sur 18 tumeansimaires (9,9 %). L'administration du
ligand de TLR3 était associée a une améelioratiofadrirvie globale chez les patientes dont
les cancers expriment TLR3. Les auteurs ne rapmopias de bénéfice clinique dans le
groupe de patientes dont les tumeurs n'expriment pR3 [217].

En conclusion, la stimulation via les TLR sembles woie d'avenir dans le traitement des
cancers. Mis a part 1'exception de I'imiquimodndavelles recherches sont nécessaires pour
accroitre I'efficacité de tels traitements. En relee, aucune toxicité significative (mis a part
des syndromes grippaux) n'a été rapportée malgréistpie d'auto-immunité lié a la
stimulation des TLR [216].

Des outils ont été mis en place pour suivre lamépdprofil de genes induits, évaluation des
réponses antitumorales). Ces progrées réalisés ldadesmaine du monitoring des patients
pourront servir, au méme titre que la compréhenslenl’expression des TLR et leur

signalisation, a développer et rendre efficacdifation des ligands de TLR.

L'activation des TLR est une stratégie ciblantdgmaux de costimulation. La neutralisation
de CTLA-4 a principalement pour objectif de bloquer rétrocontréle négatif des réponses

immunitaires. De nombreux travaux confirment I'rété&le cette approche [218].
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[11.4. Utilisation d'anticorps neutralisant CTLA-4 en oncologie
[11.4.1. Biologie de CTLA-4

Les récepteurs de la famille des récepteurs démastion comprenant le CD28 comportent
un domaine extracellulaire immunoglobulinique e¢ prtion intracytoplasmique courte.

Les molécules CD28 et Icas (Inducible COStimulator) étés caractérisées secondairement a
des travaux concernant des anticorps ciblant ceipes et induisant la prolifération des
lymphocytes T CD28 est exprimé constitutivementlayslupart des lymphocytes T CD4 et
sur 50 % des lymphocytes T CD8. I1 est précocenedtit lors de I'activation du
lymphocyte, atteignant un pic d'expression a 24dgeU 'implication de CD28 dans la genése
des réponses immunitaires efficaces a été suggmeda perte de l'expression de cette
molécule lors des infections chroniques et du Nesgment. L'activation de lymphocytes T
par des anticorps agonistes de CD28 engendre ugmeatiation de leurs fonctions
métaboliques, une prolifération, une synthése acdtl-2, une résistance a l'apoptose et la

production de nombreuses cytokines comme IMHR20].

CTLA-4 ou CD152 est une glycoprotéine transmembrande type | appartenant a la
superfamille des immunoglobulines. Elle est exparada surface des lymphocytes T CD4 et
CDS8 sous la forme d'un homodimére de 43 kDa. Ctemnime, le géne est localisé sur le
chromosome 2 et il comporte 4 exons, L'épissagermatif du transcript primaire peut
produire une protéine transmembranaire (exons G#|LA-4) ou une forme soluble
(exons 1,2, 4, sCTLA-4) [221].

La protéine est principalement induite tardivem@th-72h) au cours de l'activation du
lymphocyte T(Figure 41). Son induction est proportionnelle a la force dynal du TCR.
CTLA-4 et CD28 sont homologues a 30 % au niveatémoe. Cette similitude est associée a
la reconnaissance de ligands identiques, commeddscules CD80 (B7-I) et CD86 (B7-2).
CTLA-4 peut se fixer a deux protéines de CD80/CR84 fois, cela lui confere une plus forte
avidité, il a été longtemps admis que l‘affinité @ELA-4 pour CD80 et CD86 était plus forte

gue celle du CD28. Cependant, de récentes donréeweaht une plus forte affinité entre
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CTLA-4 et CD80 d'une part et CD28 et CD86 d'autad.[De plus, les profils d'expression de
ces deux ligands miment en partie ceux de CTLA-LCB28, ce qui permet de mieux
comprendre le déroulement séquentiel de la sigialis CD28/CTLA-4. En effet, CD86 est
exprimé de maniere constitutive sur les CPA estlieduit rapidement pour atteindre un pic
d'expression a 24 h. CD80 a une expression plds/éaratteignant un pic 48h a 72h aprés
activation de la CPA.

AFC T ceall

Antigen taken up
in APC and
partially digested

— . — CTLA-4

|
} | ITAM
Peptide '\\
Stimulatory [
signal
COEO CD28

Figure 41: Mécanismes d'inhibition des lymphocytes T par 1d4.8-4 [219]

124



CTLA-4 est aussi exprime de maniere constitutive cartains lymphocytes T régulateurs.
Les lymphocytes T mémoires possédent une plus gregskrve de CTLA-4 intracellulaire,
rapidement adressée a la membrane secondairerdéfd@rants signaux d'activation. [220]

En effet, CTLA-4 est liée au cytosquelette par desdécules adaptatrices dépendant des
clathrines, AP- | et AP-2. Lors de l'activation dgsiphocytes T, CTLA-4 est recruté dans le
site des interactions entre les CPA et les lymptescy et se co-localise avec le TCR [222].
L'inhibition des lymphocytes T par CTLA-4 sembleposer sur des mécanismes
complémentaires. Premiérement, la forte aviditéCdd&.A-4 pour les récepteurs CD80 et
CD86 suggére une compétition a la fixation du CR2&s mémes ligands. CTLA-4 interagit
avec CD86, ce qui séquestre les ligands potertielSD28. 48 a 72 heures aprés maturation
des DC, CD8O0 est fortement induite, accentuanédmestration et I'inhibition occasionnée.
Pourtant, ce mécanisme n'explique pas l'intégrdie fonctions de CTLA-4 observées in
vivo. L'inhibition induite par CTLA-4 peut s'établen I'absence de CD28, ce qui remet en
guestion I'hypothése de compétition a la fixatiadigand.

En effet, des expériences utilisant des lymphocgiggimant un CTLA-4 mutant ayant une
portion intracytoplasmique tronquée ont démontrée glabsence de signalisation
compromettrait la fonction de CTLA-4 in vivo. Deugl les autres fonctions de CTLA-4 sont
liées a sa portion cytoplasmique qui contient denloreux domaines de fixation pour des
protéines de signalisation (PI3K, SHP1, SHP2 etA}P2

Les données sont encore peu détaillées et plusieadeles sont explorés. La fixation de
CTLA-4 a son ligand pourrait induire le recrutemauntniveau intracellulaire de phosphatases
comme SHPI, SHP2 et PP2A. Son rble serait de dienibétat de phosphorylation du TCR et
des LAT (Linker for Activation of T cells) aprestaraction avec CTLA-4. [221]

Ainsi, des études rapportent une activité phosgkade CTLA-4, mais a ce jour les protéines
impliquées ne sont pas connues. D'autres travattemie@n avant un role de CTLA-4 en aval
du signal du TCR. lls suggérent une diminution gdestéines ERK-I/2 conduisant a une
réduction de la production d'IL2. PP2A (Protein $jffttatase 2A), une serine/thréonine
phosphatase, est souvent évoquée dans les étudemdisation de CTLA-4. Cette protéine
trimérique peut agir comme inhibiteur de la prodéékinase B et de Akt, deux composants

majeurs de la signalisation du TCR. Elle peut aget grace a sa sous-unité PP2AA, avec
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CTLA-4. Sous cette conformation, les deux protéisest inactives sur les lymphocytes T
naif [222].

Apres activation du signal du TCR, PP2A est phospéet se détache de CTLA-4. Les deux
protéines sont alors libres d'induire leurs signahibiteurs. Enfin, CTLA-4 peut interagir
directement avec la PI3K, une kinase importantes dactivation des lymphocytes T qui est
recrutée par le CD28 aprés engagement de CD80 @6.A® recrutement de la PI3K par
CTLA-4 peut se concevoir comme une compétition deagecrutement de la PI3K par CD28
et signifier une séquestration de cette moléculeg pompromettre la capacité de transmission
du signal activateur [221].

Cependant, il n'est pas exclu que PI3K ait uneadiggtion propre dépendante de CTLA-4,
mais celle-ci n'est pas connue a ce jour. Il exastsi une forte corrélation entre les activités
CTLA-4 et CD28 permettant une fine régulation detlvité du lymphocyte T. [220]
L'engagement de CTLA-4 a également un effet négatif I'organisation des synapses
immunologiques. Les phosphatases recrutées par @mphdurraient prévenir I'activation des
molécules adaptatrices favorisant la polymérisationcytosquelette et la polarisation des
radeaux lipidiques dans la zone d'interaction mamdire entre CPA et lymphocytes T CDA4.
Ainsi, CTLA-4 exercerait directement une fonctionhibitrice pour la constitution des
synapses immunologiques [223].

CTLA-4 a d'autres fonctions décrites dans la kttére. Elle régule négativement la sécrétion
de cytokines (par inhibition de I'accumulation dasteurs de transcription AP-l, NFAT et
NF-kB dans le noyau). CTLA-4 peut aussi régulepialifération cellulaire (la cycline D3,
CDKA4 et 6 peuvent étre inhibées). Il est aussi ingu de noter que I'engagement de CTLA-
4 par les récepteurs CD80 et CD86 n'induit pasigimats unidirectionnel. En effet, CTLA-4
active la voie de catabolisme du tryptophane am deila DC présentant CD80-CD86. Ainsi,
I'engagement de CTLA-4 favorise la production aut@c ou paracrine de l'enzyme IDO
(Indole amine 2,3-DiOxygenase) par les CPA. Le sabde IDO est le tryptophane, un acide
aminé essentiel [224].

IDO dégrade le tryptophane, ce qui inhibe la péodifion cellulaire et peut promouvoir
I'apoptose. Cette propriété de CTLA-4 est parteelinent intéressante pour des thérapies

visant a induire une tolérance.
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CTLA-4 est aussi exprimé constitutivement par {esghocytes T régulateurs a des taux trés
importants. CTLA-4 est ainsi présent dans le cgsple des lymphocytes T régulateurs non
activés et peut étre adressé a la membrane au dawre stimulation, ou lorsque ces
lymphocytes régulateurs sont purifiés a partirtdeseurs.

Des hypotheses sur le réle de la protéine au seireatte population ont été avancées.
Notamment, les T reg CTLA-4+ pourraient interaghedtement avec les DC présents dans
les OLS et stimuler la synthése d'IDO de maniéraguane, inhibant la réponse immunitaire
[225].

[11.4.2. Fonctions de CTLA-4

Les différentes fonctions de CTLA-4 ont été étudi@ans un premier temps dans des
modéles in vitro. Des expériences de stimulationgdicorps ciblant CTLA-4 ont montré
une diminution de la prolifération et de la prodoitd'IL-2 des lymphocytes T stimulés. Ces
premieres données suggéraient un réle inhibiteu€teA-4. Par la suite, des modeles in
vivo de souris déficientes en CTLA-4 ont permis rdeeux comprendre le réle de cette
molécule dans le systeme immunitaire. Ces souttisunormphénotype normal a la naissance,
leur thymus est de taille normale et aucune ir@uél n'est observée dans les populations
lymphocytaires. Pourtant, 5-6 jours apres leursaaise, une forte proportion de lymphocytes
T actifs envahit les tissus non lymphoides, incitida mort de I'animal en trois a quatre
semainegFigure 42). Les pathologies observées sont multiples. De mensies destructions
tissulaires comprenant des myocardites, pancréaligmmphadénopathies et splénomégalies
sont observées. De plus, les organes lymphoides sdass déficientes en CTLA-4
contiennent dix fois plus de lymphocytes T, tradatsainsi une prolifération lymphocytaire
excessive et incontrdlée des lymphocytes [226].

Les lymphocytes T déficients en CTLA-4 ont un phgpe caractéristique d'un lymphocyte T
actif, indépendamment de la sous-population obsee@r production de cytokines (IFN-
IL-4, GM-CSF) est accrue. L'injection de CTLA-4-thez des souris déficientes en cette
protéine permet de prévenir le développement de qeblifération lymphocytaire fatale et
l'infiltration des organes. L'inhibition de la VO&ETLA-4 peut entrainer le développement du

diabéte insulinodépendant (DID) qui se caractépae la génération de lymphocytes T
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spécifiques de protéines produites par les celllBedes ilots de Langerhans du pancréas

[228].

Control of Ctlad™" T cells

Delayed onser of disesse
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—— Iﬁli:\ﬁ ' Inhibition of T-cell activation?

Aritigen- CD80 and/or el
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Figure 42: Mécanismes d’action des CTLA-4 [227]
Dans le cas d'encéphalomyélite auto-immune expétate (EAE), un modele d'étude de

sclérose en plaques par injection de CTLA-4-Ig cdes souris apres induction d'EAE

prévient le développement de la maladie auto-immune
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Ces résultats conferent a CTLA-4 un rble majeursdanrégulation négative de l'activation

des lymphocytes T, mais aussi dans la maintenaackhdméostasie lymphocytaire et le

contrdle des lymphocytes T auto-réactifs et desadias auto-immunes [227].

Le réle de CTLA-4 chez 1'homme est étaye par le&tdes polymorphismes génétiques de
cette molécule, associés a la production de pmrdéid'une efficacité variable. Plus

particulierement, certains polymorphismes engerndrea diminution de la forme soluble de

CTLA-4 et sont associés a une susceptibilité au¢peede développer des maladies auto-
immunes, Ueda H et al. ont également rapportédagnmce d'un épissage alternatif de CTLA-
4 générant une variante de la protéine dont lacit#pde liaison de CD80/CD86 est altérée,
les souris NOD surexprimant particulierement cessgge alternatif de CTLA4 ont une

susceptibilité augmentée a la survenue de diabstéimodépendant [225].

Le ciblage de CTLA-4 dans des thérapies immunonatdaés fait actuellement I'objet de
nombreuses études pour le traitement de certam®iz Ainsi, une équipe californienne a pu
démontrer, dans un modéle murin de cancer de Egieo(TRAMP-C2), le role potentiel de
CTLA-4. Aprés induction d'une tumeur métastatiqués pésection, deux groupes de souris
ont été générés, un premier groupe a éteé trait@panticorps contrdle et un second par un
anticorps monoclonal neutralisant CTLA-4. Le nombeerécidives métastatiques est alors
réduit de 97 a 44 % avec l'anticorps anti-CTLA-#he€ I'hnomme, des études cliniques sont en
cours et les premiers résultats tendent a conflatedtonnées des modéles murins.

La modulation de CTLA-4 peut aussi donner lieu & imduction de tolérance et la création
d'un environnement favorable a la greffe de mamkeuse et d'organe [230].
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Figure 43: Activation et inactivation des lymphocytes T [229]

[11.4.3. rationnel préclinique

L'utilisation d'anticorps neutralisant CTLA-4 datss modeles murins permet 'obtention de
régression de métastases établies ou la prévatdidtapparition de cancers dans des modeles
de mélanomes, de fibrosarcomes, de cancers dedtatw. Des le début des années 2000, van
Elsas et al. démontrérent dans un modéle de mékmmounin l'intérét de 1'utilisation d'un
anticorps neutralisant CTLA-4 avec un objectif #p@utique. Ces auteurs ont établi une
procédure vaccinale, associant un traitement pdaicosps neutralisant CTLA-4 et
I'administration d'une lignée de mélanome irrad&t6) exprimant le GM-CSF. Ces auteurs
démontrerent que 1'association de vaccination pleétegue était efficace et permettait
I'éradication de micro meétastases du mélanome m{Bit6), établies dans des souris
CS7/BL6. La régression des tumeurs était corréld&@parition d'une immunité mémoire

prévenant 1l'implantation ultérieure de ce mélano@es symptdomes auto-immuns
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comprenant une dépigmentation furent observédidaefté de la vaccination dans le modéle
de souris portant des métastases de B16 dépermdalymiphocytes T CD8+. Au contraire,
dans un modéle de vaccination préventive, l'efftéadu traitement par anti-CTLA-4 était
indépendante des lymphocytes T CD8 et nécesstpiéisence de lymphocytes T CD4. [231]
Afin de distinguer l'implication de CTLA4 dans linunité dépendant des lymphocytes T
CD8 et CD4, Gattinoni et al. ont élaboré un modalain déficitaire en CTLA4, dont les
lymphocytes T CD8 sont transgéniques pour un TCR@&innaissent un antigene nominal
(pmel-l: antigene melanocytire). Ces souris dévabop rapidement un vitiligo sévére et une
immunité anti-mélanome efficace. L'ablation des phnocytes T CD4 (non transgéniques)
altere I'immunité anti tumorale dépendant des lyoegtes T CD8 et diminue l'incidence des
vitiligos. Ainsi, les mécanismes effecteurs desitdraents neutralisant CTLA-4 sont
complexes et impliquent également de maniére ndécifigue une augmentation des
fonctions auxiliaires des lymphocytes T CD4. Ceounpait expliquer en partie le large

spectre des maladies auto-immunes observées chpatlents traites par ces stratégies [232].

111.4.3.1. Données cliniques

Ces différentes données ont été transcrites dansckerche clinique. La neutralisation de
CTLA-4 permet d'obtenir 15 a 20 % de réponses tigEs dans les protocoles dédiés aux
mélanomes meétastatiques. Deux anticorps monoclonautralisant CTLA-4 ont été
développés (ipilimumab [MDX-OI0] et ticilimumab). ek patients traités par anticorps
neutralisant CTLA-4 ont présentés des toxicitéggdmle IlI-1V incluant des vitiligos, des
dermatites, des néphrites, des hypophysites etaliéss inflammatoires.

Plusieurs études rapportent une corrélation efdfiechcité thérapeutique et la survenue de
symptomes auto-immuns [233].

Phan GQ et al. ont publié en 2008 les résultatsarmant 14 patients porteurs de mélanomes
meétastatiques traités par anticorps neutralisantACA (ipilimumab) et vaccination sous-
cutanée utilisant des peptides de gpl0O.

Quarante-trois pour cent des patients ont présemétoxicité auto-immune de grade Il ou
IV associant essentiellement dermatite, entéragdiiépatite et syndrome hypophysaire. Ces

toxicités furent réversibles par traitement enicothérapie [232].
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Le taux de réponses objectives était de 23 % (Bnsgs compléetes et 1 réponse partielle).
Ces résultats furent confirmés en 2009 par cettépégdans une cohorte de 56 patients
porteurs de mélanome de stade IV en situation afgEment thérapeutique. Ces 56 patients
furent également traités par vaccination sous-@damtilisant des peptides de gpl00 et
ipilimumab. Le taux de réponses objectives était 818o incluant deux réponses completes et
cing réponses partielles. Trente-six pour centpdgents qui présenterent des toxicités auto-
immunes de grade IlI-IV ont bénéficié de réponsbgdives, alors que les auteurs ne
rapportent que 5 % de régressions tumorales obgsctihez les 42 patients sans symptomes

auto-immuns.

Tableau VI: Principaux essais cliniques fondés sur la neustidis

de CTLA-4 [233]

Auteurs Tumeurs Patients Traitement RO RC
Phan GQet Vaccination
col. Mélanome 14 avec peptide e 21% 14%
anti CLA-4
Beck KE et Mélanome et
col. carcinome 198 Anti CLA-4 14% 0%
rénal
Ribas A et
col. Mélanome 29 Anti CLA-4 14% 7%
Marker AV et IL-2 et Anti
col. Mélanome 24 CLA-4 a 22% 12.4%
3mg/kg

Cette équipe a ainsi établi l'efficacité des sgae dimmunothérapie basée sur la
neutralisation du CTLA-4. L'obtention de manifestas auto-immunes lors de 1'utilisation de
l'ipilimumab est un facteur prédictif de son effita. La régression spontanée de ces toxicités
a justifié un plus ample développement cliniqgueceite molécule dans cette pathologie sans

ressource thérapeutique [234].

132



Dans une autre étude, 19 patients opérés de maatioale pour des mélanomes de stade |l
ou IV ont été traités par vaccination peptidiquel@0 et MART]I) et ipilimumab. L'anticorps
anti-CTLA-4 fut administré selon une escalade dsedptoutes les quatre semaines pendant
six mois puis toutes les douze semaines pendanimsis supplémentaires. Dans cette
configuration, la dose maximale tolérée est de kggHuit patients ont présenté des
dermatites ou entérocolites de grade Ill-IV. Troesces patients récidivérent. A l'inverse, 9
des 11 patients n'ayant pas subi de toxicité antotine récidiverent [233].

Une récente revue de 198 patients traités pampiiab pour des mélanomes métastatiques
ou des carcinomes rénaux a confirme l'efficacitéiquie de cette molécule avec un taux de
réponse objective de 14 % sur cette large cohatpatients. La toxicité principale fut une
entérocolite survenant chez 21 % des patients rtistant en des épisodes de diarrhées de
grade Il et IV [235].

Les biopsies digestives ont révélé la présence idfilirat lymphocytaire de la muqueuse
digestive. Ces symptdbmes furent sensibles a lacothérapie pour la majorité des patients.
Néanmoins, cing patients subirent une colectongersgairement a une perforation digestive.
Cing autres patients ayant développé des entétesaiésistant a la corticothérapie furent
traités avec succes par anticorps neutralisant dNEes auteurs n'ont pas observé
d'interférence entre le traitement par corticoktd&®fficacité clinique [234].

Le taux de réponses objectives était de 36% et 5% Pour les patients porteurs de
mélanomes ou de cancers du rein et ayant présesieptites inflammatoires.

En l'absence de manifestations auto-immunes, lag tie réponses objectives furent
respectivement de 11% et 2% chez ces patients.[236]

Un second anticorps neutralisant CTLA-4 fut dévpbpjl s’agit du ticilimumab, 34 patients
porteurs de mélanomes meétastatiques, 4 patientsuperde cancers du rein et 1 patient
porteur d'un adénocarcinome colique furent inclassdune premiéere étude de phase |
évaluant l'intérét d'un traitement par ticilimumsdul. Une dose maximale de 15 mg/kg fut
administrée. Ce traitement fut également assodésamanifestations auto-immunes de type

colites inflammatoires, vitiligos, dermatites, pgpbpituitarisme, hypothyroidie.

133



Deux réponses compléetes et deux réponses partoiliebles ont été rapportées (25 et 26
mois). Ces réponses furent observées majoritairempenr le palier de dose supérieure,

suggérant un effet dose pour cette molécule [237].

Une autre approche thérapeutique a également tdesid'association de la neutralisation du
CTLA-4 et d'un traitement par IL-2. Trente-six jgatis porteurs de mélanomes métastatiques
furent ainsi traités par IL-2 (720000 UI/S h, IVysaun maximum de 15 injections) et par
ipilimumab [238].

Trois patients bénéficierent de réponses complételes auteurs notérent cing réponses
partielles, soit un taux de réponse objective d&o2uatorze pour cent des patients ont
développé des symptdmes auto-immuns, principaleméyype de colite inflammatoire. Cette
étude montre que l'association de linterleukinet2de la neutralisation du CTLA-4 est
faisable. Néanmoins, les résultats cliniques rjneint pas une synergie entre ces deux
molécules et n'incitent pas a la poursuite de geldppement [239].

Les différents protocoles évaluant l'intérét deilihumab ou du ticilimumab pour la
neutralisation du CTLA-4 furent associés a un shiglogique des réponses immunitaires. Le
CTLA-4 étant exprimé sur les lymphocytes T actifsde maniére constitutive sur les
lymphocytes T régulateurs, deux effets biologigpaacipaux pouvaient étre attendus. Les
données précliniques suggerent que l'inhibitionGId.A-4 abaisse le seuil d'activation des
lymphocytes T CD4 et T CD8. Un deuxieme effet poedlement envisageable est la
déplétion des lymphocytes T régulateurs, ce quisesigéré par la survenue de colites
inflammatoires habituellement observées lorsqudyrmphocytes régulateurs sont déficients
[240].

Maker et al.ont évalués les réponses immunes dtot®rte de patients traités par
ipilimumab. L'inhibition de CTLA-4 chez ces patienh'a pas affecté le nombre ou les
fonctions des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25%P8* [239].

A linverse, l'expression de marqueurs d’activatioomme HLA-DR était augmentée,
suggérant que l'effet principal de cette molécust ée potentialiser I'activation des
lymphocytes T effecteurs. Reuben et al. ont effectme analyse similaire dans une cohorte

de patients traités par ticiimumab. Ces auteuggétent que les patients bénéficiant d'une
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activité thérapeutique du ticilimumab ont un tawx lgmphocytes T régulateurs et un taux
d'lL-10 qui diminuent sous traitement [241].

Les lymphocytes T conventionnels de ces patientsuoe capacité de production d'IL-2
augmentée. Ces résultats restent préliminaires. eedherche de biomarqueurs associés a
l'efficacité de ces traitements doit constituer ameu majeur des protocoles en cours de
réalisation. Une autre perspective intéressanteviggib de I'amélioration des modeles
précliniques utilisables pour la sélection descampis thérapeutiques neutralisant le CTLA-4.
Cette approche pourrait permettre d'amener au stada recherche clinique des anticorps
inhibant CTLA-4 et pourvus d'un meilleur index thgeutique. En effet, Lute et al. ont
produit des souris dont la molécule CTLA-4 fut mdiément humanisée. Dans ce contexte,
CTLA-4 reste fonctionnel chez ces souris, mais p&ue reconnu et neutralisé par des
anticorps ciblant CTLA-4 humain. Plusieurs anticonmpeutralisants CTLA-4 furent ainsi
développés et analysés pour leur toxicité et affiéaclinique dans ce modeéle. Ces auteurs ont
démontré que certains de ces anticorps peuventmréla croissance de mélanomes sans
engendrer de réponses auto-immunes cliniquemenifisajives [242].

Les stratégies dimmunomodulation du systéme imtawei font maintenant partie de
l'arsenal thérapeutique de l'oncologie médicalee Wtimulation excessive du systéme
immunitaire n'est pas sans risque pour le pati@it [es réactions auto-immunes associées au
traitement par anticorps anti-CTLA-4).

Ces complications peuvent étre réduites en dévaldpges modeles précliniques adéquats,
mais aussi en assurant un suivi biologique appeages patients traités par biothérapie. Les
réactions auto-immunes semblent moins problémaiquec I'utilisation des ligands de TLR
sur la base des études réalisées et aussi peudettretilisation locale de certains ligands
(imiquimod). L'autre intérét des ligands de TLR lesir effet direct sur les cellules tumorales.
L'efficacité clinique corrélée a l'utilisation dtaoorps neutralisant CTLA-4 suggére également
que les traitements interférant avec la toléramemunologique (a I'échelle cellulaire ou
moléculaire) sont un préalable important au déyedopent des stratégies d'immunothérapie

antitumorale [243].
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Les recherches concernant le cancer et plus pnéeigéles stratégies thérapeutiques ont
évolué ces dernieres années. En effet, la chintaping® a été utilisée pendant plusieurs années
comme une modalité majeure de traitement du camdais le manque de spécificité de
certains agents thérapeutiques de cette approaiduita I'apparition d'effets secondaires
important chez les patients atteints de cancerygdualler jusqu'a la destruction de leurs
cellules normales etau détournement des mécanigoesernant I'noméostasie. Par
conséquent, l'objectif majeur est de trouver dddesi moléculaires plus spécifiques des

tumeurs, peu exprimées dans les cellules norm2dey.
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Figure 44: Réles de la sénescence dans la prolifération agkul245]

Plusieurs cibles moléculaires se sont révéléeesradigpensables a I'acquisition d'un potentiel
prolifératif illimité. Ce dernier constitue une ptaclé de I'expansion tumorale et implique une
activation du mécanisme de maintien d'un complexmé par la télomérase, les téloméres et
les protéines qui leur sont associées. L'ensenélenieres, télomérase et protéines) a été
proposé comme une cible potentielle pour le déysdoEent de médicaments anticancéreux
[246].
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La téelomérase est exprimée dans la plupart deeshamains, mais elle est inactive dans la
majorité des cellules normales, a l'exception dexale la lignée germinale, les cellules
souches embryonnaires, les lymphocytes activésis$®r de lI'endométre durant le cycle
menstruel et les cellules de la couche basale &pigee. Cette distinction met en évidence
une cible attrayante pour la conception des ingifg en vue du traitement de cancers, tout en
minimisant les effets secondaires toxiques dansd#ales normales qui n‘expriment pas la

télomérase [247].

IV.1. Télomeres

Les téloméregFigure 45) constituent un édifice nucléoprotéique situéxramité de chaque
chromosome, permettant sa protection des phénondmédgsion et de dégradation. Chez
I'hnomme et chez la plupart des organismes, lesi&les consistent en une région double brin
de 10 a 15Kkb, contenant de nombreuses répétitiens tandem de séquences
hexanucléotidiques de type TTAGGG. L'extrémité faate du télomeére est composée d'une
extension 3’ simple brin d'environ 200 a 300 nutitiss.

A chaque cycle cellulaire, les téloméres se raaissgnt d'environ 50 a 150 pb, phénoméne
résultant essentiellement du probléme de fin décadjpn et autres événements qui lui sont
associés, et qui peuvent étre surmontés par I'ssipre de la télomérase. Celle-ci est un
complexe ribonucléoprotéique dont I'holoenzyme ocontgdeux sous-unités, la télomérase
reverse transcriptase (TERT) et la telomérase Ridptate (TR ou TERC).

Dans les cellules normales, télomérase négativeaagourcissement progressif des télomeres

a lieu a chaque division cellulaire conduisant sdaescence [249].
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Telomere
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The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
They contain a unique DNA
sequence which is repeated
several times.
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Telomere The DNA sequence varies slightly
between species. The one shown
here is from Tetrahymena.

Figure 45: Structure des télomeres [250]
A l'opposé, dans 85 a 90 % des cellules cancéreusste érosion télomérique est
contrecarrée grace a l'expression d'une télomaetee qui, en plus du maintien de la
longueur des télomeéres, offre a ces cellules uneaci® proliférative illimitée par
échappement a la mortalité précoce induite paétescence ou l'apoptose. Dans les 10 a
15 % des tumeurs restantes, le maintien de laméglomérique est assuré par un mécanisme
alternatif lenghtening of télomeres (ALT) impliguame recombinaison homologue [250].
Certaines protéines associées au télomere, et campae que l'on appelle la coiffe
télomérique, possedent un réle actif dans la réiganlale sa longueur et de sa protection. En
fait I'ADN double brin télomérique posseéde des gqraires protéiques spécifiques,
représentés par deux facteurs de fixation spéeifigles répétitions télomériques (Telomere

Repeat Binding Factor) TRF1 et TRF2. Ces protéiosstionnent comme des homodimeres
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grace a un domaine TRFH (TRF homology) de diméasatrégulent I'élongation des

téloméres et permettent leur protection [251].

La protéine TRF2 se fixe sur la partie double ki I'ADN télomérique et favorise la
formation de la T-loop (grande structure créée'parasion du duplex télomérique par le brin
G télomérique). En effet, elle stimule la voie @eaourcissement des téloméres dans les
cellules primaires sans accélérer la sénescenasi élie protége les télomeres ayant atteint

une taille critique du phénomene de fusion [250].

Chez I'hnomme la régulation de I'état homéostatapia longueur des télomeres est contrdlée
par un systeme de commutateur binaire faisantviet@r principalement la protéine TRF1
[252].

Lorsque le télomére est long et recrute de nombeeusolécules du complexe TRF1, il
commute vers un état fermé sur lequel la téloméngst pas active. A l'inverse, la perte des
répétitions télomériques diminue la fixation du qbdexe TRF1 et le télomere adopte

davantage un état ouvert accessible a la télomgzasg

La protéine hPOT1 (human protection of telomere® fa partie simple brin du télomere en
se liant spécifiguement aux bases TTAGGG. Ellerviwat dans la régulation de la longueur
du télomére. En effet, la surexpression de la pretBPOTL1 induit une augmentation de la
taille du télomére dans les cellules ALT, alors daes les cellules télomérase-positives, elle
rend l'extrémité 3’ du télomeére inaccessible aélarmhérase et inhibe donc I'élongation du
télomere. La protéine hPOT1 établit des interastianec d'autres protéines télomériques
telles que PTOP (PIP1 ou TINT1), TIN2 (TRF1 intéirag protein 2), TRF1 et TRF2. hPOT1
s'associe directement avec la protéine PTOP qonaaur interagit avec TIN2, un facteur
protéique qui permet la fixation de ce complexe lsutélomére par son interaction avec
TRF1. Aussi, TIN2 peut s'associer a la protéine Z,R¥e qui permet d'établir un lien entre la
structure télomérique induite par TRF2 (T-looplaatégulation de I'activité télomérasique par
la protéine TRF1. Cette connexion des deux compléX&F1 et TRF2) permet donc la
stabilisation de leurs niveaux d'expression etede localisation au niveau des télomeres et

module leur fonction de coiffe [254].
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En plus de leurs interactions avec des protéineméFiques, TRF1 et TRF2 établissent aussi
des liens avec d'autres facteurs permettant de lerdéurs activités. En fait, I'interaction et la
modification de TRF1 par l'activité poly (ADP-rib®)spolymérase des tankyrases 1 et 2
entrainent la diminution de sa capacité de seali®kDN télomérique d'ou son accessibilité a
la télomérase. L'interaction de TRF2 avec la pnetéiRAP1 entraine la formation d'un
complexe TRF2-hRAPL1. Ce dernier interagit avec utneacomplexe de réparation d'ADN
MRE11/RAD50/NBS1, les endonucléases de réparatidexcidion de nucléotides
ERCC1/XPF, les hélicases WRN et BLM, les hétérodan&u et les ATM kinases [255].

IV.2. Télomérase et cancer

La télomérase est une transcriptase réverse sigéei@ui assure la réplication des extrémités
télomériques des chromosomes. Elle est formée dons-unité catalytique hTERT, dont le
réle majeur est la polymeérisation des nucléotiggs]'un composant ARN hTR servant de
matrice pour l'addition de séquences répétitives antrémités 3° des chromosomes.
Ces sous-unités s'associent pour former un compiéxamérique catalytiquement actif
auquel se lient plusieurs protéines incluant TPIPR et HSP90, hSTAU, L22 et dyskérine
[256].

Comparé au composant hTR qui est ubiquitairementiré, le composant catalytique de la
télomérase est typiqguement exprimé dans les titsm®raux télomeérase positifs. Cette
observation a suggéré que hTERT était un factenitaint pour la restauration de l'activité
télomérasique, et son expression est strictemgntéé a plusieurs niveaux. En effet, le géne
de hTERT s'étend sur environ 35 kb, comportantxthi® et 15 introns, et son expression est
étroitement contrélée par des mécanismes regusatewdtiples incluant I'amplification
génique, la régulation transcriptionnelle, les rfiodiions épigénétiques et I'épissage
alternatif [258].
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Figure 46: Réles des télomérase dans le cancer [257]

L'ARN pré messager de hTERT est modifié post-tnapsonnellement par épissage
alternatif, un processus qui génere différentsstars de hTERT ayant des fonctions
distinctes et peut agir comme un commutateur péamebu non l'expression du gene.
De nombreux génes associés au cancer peuventwul@pissage alternatif, parmi lesquels
BCL-2, BCL-X, BAX, BIM, FAS, caspase 2, CD44, pBRCA2, Wilm's tumor suppressor
gene, cathepsin B et hTERT. Actuellement, septanssi d'épissage alternatif de hTERT
(quatre variants de délétion [ B, o B, y] et trois variants d'insertion [1, 2 et 3]) oné ét
identifiés par RT-PCR [259].

Le transcrito.” a perdu 36 nucléotides a I'extrémité 5’ de I'eBaui code pour le domaine
A appartenant aux motifs de transcription réveeséethzyme; le transcrit est caractérisé par
la délétion entiére des exons 7 et 8, qui a posultat la formation d'un codon-stop causant

une terminaison prématurée de la traduction; lestmat of combine les deux délétions; le
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variant y- génere un transcrit dépourvu de I'exon 11 se #&otnau sein des motifs de
transcription réverse D et E. Vu que I'épissagerméitif €limine les motifs de transcription,

les transcrits issus de la délétion ne peuventpdsr pour une protéine fonctionnelle.

Telomerase Bypasses M1 Senescence and M2
Crists Leading to Call Immortality

! 1 [

Express Exprass Exprass
hTEKT ATERT hTERTE
' 'y 4
Senescence Crisis =
immortality
— e —_ —. 0
@ Divigions Divisions p16/RD (" S
) -
M1 loss M2
. > >
Telomere Shortening Telomere Maintenance

Figure 47: Téloméres et immortalité cellulaire [260]

En fait, il a été récemment suggéré que le vadagissage agissait comme un inhibiteur
négatif dominant de l'activité télomérasique. Etr@u'épissage alternatif de hTERT joue un
réle important dans la régulation de Iactivitéomérasique durant le développement

embryonnaire, et un tel mécanisme de régulatioraessi actif dans les tumeurs humaines

[261].
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IV.3. Inhibiteurs des télomeres et de la télomérase

La modulation de I'activité télomérasique danschdkiles cancéreuses peut étre assurée par
différents types d'inhibiteurs. En fait, un inhéait typique doit avoir un nombre de propriétés

essentielles qui incluent:

*les agents thérapeutiques doivent inhiber I'enzgrdes concentrations nanomolaires.
*I'exposition continue a l'inhibiteur doit causerrbiccourcissement graduel des télomeres.
* 'exposition chronique a l'inhibiteur doit condeiia la sénescence.

* I'inhibiteur doit montrer une faible toxicité ee pas influencer les voies de croissance

jusqu'au raccourcissement des télomeres.

*'inhibiteur doit étre une petite molécule qui p@énétrer une tumeur assez profondément
pour atteindre toutes les cellules cancéreusesgidte différentes molécules qui montrent

plusieurs de ces propriétés et agissent par diffémécanismes [262].

I\VV.3.1. Approche anti sens

Parmi les approches anticancéreuses, les stratigiesens, développées d'abord comme des
outils de validation du ciblage, représentent uppr@che utilisable en thérapeutique pour
inhiber I'expression de genes spécifiques. Plusieligonucléotides anti sens ont été testés
dans des études cliniques sur des patients attintsncer et ont été capables d'induire une
inhibition de l'activité télomérasique et un ard croissance des cellules cancéreuses.
Les oligomeres anti sens sont des molécules glierseaux acides nucléiques. lls ciblent un
ARN donné au sein des cellules d'une maniere ségqespecifique en respectant les regles de
complémentarité de Watson et Crick. La modalitétaa des oligonucléotides anti sens peut
étre assurée par deux mécanismes principaux esmitdindégradation de I'ARN cible. Cette
dégradation peut étre réalisée soit par le recreménde la RNase H (famille d'enzymes
ubiquitairement exprimées qui coupent le brin d’A&NN hétéroduplex (ARN-ADN) ou de

la RNase L, soit par des acides nucléiques cajalys tels que les ribozymes a téte de
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marteau (hammerhead ribozymes) et les DNAzymes, enoore par l'activation de
I'interférence ARN [263].
Translation

Splicing
Arrest

lntron

RMase H
Degradation AAAAAAA
Polyadenylation
Redirection

Figure 48: Approche anti sens par dégradation de la RNasq [264

IV.3.1.1. Oligonucléotides antisens ciblant hTR

Le ciblage de I'ARN de hTR est une stratégie gse @ bloquer I'acces de la télomérase a son
ARN matrice, résultant en une inhibition de sorivéét [265].

Les études utilisant des N3> P5’ oligonucléotides a liaison phosphorothioaté @) ont
montré un effet thérapeutique potentiel dans dggés de cellules du cancer du sein humain.
Le traitement a long terme résulte en un raccoseorent graduel des téloméres, une
sénescence cellulaire et une apoptose. Apres catiion de la séquence et de la longueur de
ces oligonucléotides, la disponibilité biologique &é améliorée et a conduit au
développement d'un antagoniste potentiel de hTRimdI@RN163L. Ce dernier est capable
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d'inhiber l'activité télomérasique et de provoquer sénescence et l'apoptose apres
raccourcissement progressif des télomeres dansepitaslignées de cellules cancéreuses
[266].

Cet agent antagoniste de la matrice de la téloméeasen train d'entrer dans les essais
cliniques. La séquence 5’-Palm-TAGGGTTAGACAA-3’ estmplémentaire a une région de
13 nucléotides partiellement étendue de quatreéntides a l'extrémité 5° de la région
matrice de la hTRFigure 49). Ce 13 merthiophosphoramide cible le composant HéRa
télomérase. Les oligonucléotides GRN163L, formaeg duplex stables avec 'ARN simple
brin, sont chargés négativement & pH neutre, eddist la dégradation par des nucléases et
montrent une haute spécificité pour les cibles dNA® d'ADN. Les duplex formés par les
oligonucléotides phosphoramidés ne sont pas lestraib de I'hydrolyse par les RNases H, et

n‘ont pas montré de toxicité a des doses biologigffecaces [267].

D'autres chercheurs ont utilisé des types altdsndligonucléotides d’ARN ciblant la région
matrice de hTR, tels que le 2’-O-méthyl (2'-O-M&s oligonucléotides phosphorothioates
(S-ODNSs) ou les 2'-O-(2-méthoxyéthyl) ARNs (2'-MOE&'introduction des 2’-MOEs dans
la lignée de cancers de la prostate DU145 entt&ihéition de la télomérase au bout de sept
jours, et le raccourcissement progressif des télesn@avec une apoptose terminale des

cellules traitées possédant des télomeéres suffigmhoourts [266].

Un autre candidat prometteur est l'antisens anR-liE type 2’-5’ oligoadénylate (2-5A).
Les injections répétées de liposomes contenant-3& 2 la souris ont montré un effet
antitumoral significatif. L'expression de tels a@icléotides oligoadénylates entraine
normalement l'activation de RNase L, qui est respble de la dégradation de I'ARN simple
brin, un processus faisant partie du systeme aaltisutonome menant a I'apoptose dans les
cellules humaines. Plusieurs modeles de xénogdeffgiome et de cancer de la vessie traités
par le 2-5A ont montré une diminution du volume ldetumeur due spécifiguement a
I'induction de l'apoptose. De plus, une synergitreenette approche et les cytotoxiques
conventionnels tels que le cisplatine a été aaggiartée, ce qui conduit a considérer le 2-5A

comme un bon candidat en vue de développementgeult®[269].
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Figure 49: Oligonucléotides antisens ciblant hTR [268]
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IV.3.1.2. Oligonucléotides antisens ciblant nTERT

Du fait que l'expression de hTERT est une étapdtdinte de la voie d'activation de la
télomérase, la diminution de l'expression de I'ARNB hTERT réalisée par l'approche
antisens peut représenter un excellent moyen ddatémn de l'activité enzymatique dans les
cellules cancéreusésigure 50)[270].

Cependant, la hTERT est une cible moins accesgi#enTR pour les stratégies antisens. En
effet, son ARNm présente une structure secondaimglexe qui rend difficile de prédire quel
site cible sera plus accessible a I'hybridation.cBnséquence, seules quelques approches
basées sur des oligonucléotides anti-hTERT ontdétéeloppées pour l'inhibition de la

télomérase [272].
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Figure 50: Oligonucléotides antisens ciblant hnTERT [271]

Les acides nucléiques peptidiques (peptide nueleids [PNAs]) sont des analogues d’ADN

et dARN dans lesquels le phosphate du pentoseeesplacé par un oligomere de N-(2-

aminoéthyl) glycine, les rendant résistants a lgraidation par les nucléases. Ces PNAs sont
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capables d'agir par une inhibition spécifigue ddélamérase. Malheureusement, la faible
perméabilité de la membrane aux PNAs est un olestaajeur a la disponibilité optimale vis-

a-vis des cellules [273].

Les PNAs anti-hTERT ont été testés sur des ligdéesancer de la prostate par une méthode
d'internalisation photochimique. Apres expositiotadumiére, les cellules ont montré une
inhibition de l'activité télomérasique et une réduc importante de la survie cellulaire.
Le potentiel thérapeutique des stratégies antigBlisant des PNAS est trés prometteur, et la
preuve de l'efficacité de l'inhibition antisenslddRNm de hTERT avec une régression finale
de la tumeur a pu étre clairement apportée sumieieles animaux [272].

IVV.3.2. Ribozymes

Les ribozymegFigure 51)sont de petites molécules d'ARN qui possédent ctidté
endoribonucléase spécifique catalysant I'hydrofieseliaisons phosphodiesters et entrainant
le clivage des séquences des ARNSs cibles. Théanigog ils offrent de grandes possibilités
pharmacologiques telles qu'une grande stabilité disponibilité biologique importante et
une bonne spécificité [274].

Plusieurs domaines catalytiques dérivés des ribegymaturels ont été identifiés; les plus
communs parmi eux sont les structures a téte deeeaet celles en épingle a cheveux. Du
fait de leur simplicité et de leur petite tailleslribozymes en téte de marteau ont suscité
beaucoup d'attention en raison de leur utilitéapéutique potentielle et la possibilité d'étre
incorporés dans une variété de séquences manqeanteshangement des capacités de

clivage spécifiques d'un site donné.

149



) c) o
nl}' ’.3
SN
_ ALY
| sLbstate stranc | S-TJ e\
substrate strand -.-""‘-c\\G'a' bl
[ v G",g./ c v G“.:/ a'nl:\ Ve
ILuucuc TACUS Iuuucuc c,o«cu-“-'\\l’l-.uuc
ILIEET oops [IT (1111 cowa []1] Vs
. 3 UG SGGGAGAA A GUSA
T A REN A K WL e
° c —osl c—ol
- —gH2 ¢ = cH-Z
A —UI A_UI
et WG T
o A G &
u n u
: Loop 3 AJ A Loop 3 UAI.J
L U A
c i ¢ '
A G c g
C—G =
_ A—u§4 HPTux| 2=t
| ribozyme strand | Bt catalytic strand 5=
U u
. J

Figure 51: Action des ribozymes [275]

En fait, le ribozyme a téte de marteau est coréstiel 40 nucléotides, d’'un noyau catalytique
tres conservé qui clive I'ARN substrat au niveaudduxieme H de la séquence consensus
NHH, ou N représente n'importe quel nucléotide eedl n'importe quel nucléotide sauf

I'acide guanidylique [276].

Le potentiel catalytique de tels ribozymes peue &xploité pour cliver n'importe quelle
séquence consensus NHH au niveau d'un ARN sulbstnaié. Cela est régi par I'addition de
séquences nucléotidiques qui sont spécifiquemanplénentaires de celles de I'ARN cible.
En outre, aprés la réaction de clivage, le subdeaient plus accessible aux ribonucléases, ce
qui entraine sa dégradation. En plus de leur &&toatalytique, les ribozymes possedent une
capacité de se lier a I'ARN cible et peuvent ingluine dégradation de la cible grace a des
RNases comme conséquence de la formation d'un A&Mblel brin. Une des limitations
majeures de l'utilisation thérapeutique des ribozyra téte de marteau est leur pénétration
intracellulaire. Il existe deux principales voiesup délivrer le ribozyme a son ARN cible

cellulaire:
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—une délivrance exogéne, au cours de laquellerilmszymes présynthétisés sont
introduits directement dans les cellules a l'aidetnsfert cationique assuré par un

liposome;

—une délivrance endogene au cours de laquellgal@sdription intracellulaire d'une
séquence codante pour un ribozyme est réaliséegefection des vecteurs exprimant le

ribozyme dans les cellules [278].

En utilisant les deux approches, un grand nombétudks sur des modéles de tumeurs
humaines ont montré la possibilité d'obtenir aims régulation négative efficace de plusieurs
genes associés au cancer comme hTR et hTERT. t-Hifi@ioduction des ribozymes ciblant
I'ARNmM de la hTERT ou le hTR dans des cellules éageses variées entraine l'inhibition de
I'activité télomérasique, le raccourcissement disrieres et I'apoptose [279].

IVV.3.2.1. Ribozymes ciblant hTR

Comme déja mentionné, la stratégie antisens a énafes progres significatifs et a été
enrichie d'une maniére élégante par la technoldggeribozymes. Kanazawa et al ont été les
premiers a développer un ribozyme a téte de madiedant I'extrémité 3' du GU&g localisé

a la terminaison de la matrice de la télomé(&sgure 52). Ce ribozyme contient un domaine
catalytique avec une séquence flanquante de 10ephudléotides complémentaires aux
séquences 5’ et 3’ du site cible. Lorsqu'il estisdaaux extraits de deux lignées de cellules de
carcinomes hépatocellulaires (Hep-2 et Huh-7), it®zayme induit une inhibition dose-

dépendante de l'activité télomérasique [280].

Des ribozymes anti-hTRs utilisés dans plusieurseauétudes ont entrainé une inhibition
spécifiqgue de la télomérase et un retard de Issaoce des lignées cellulaires. Cependant,
une apoptose efficace et une réduction de la langdes télomeres n'‘ont pas toujours été
observées. Néanmoins, une étude récente a démamréatténuation nette de l'activité
télomérasique par des ribozymes a téte de martibdantcle hTR, induisant efficacement
I'apoptose dans les cellules de tumeurs du seit].[28
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Figure 52: Ribozymes ciblant hTR [282]

IVV.3.2.2. Ribozymes ciblant hnTERT

La dégradation de I'ARNm de la sous-unité cataldgidpTERT de la télomérase par des
ribozymes a été obtenue dans diverses lignéeslldiesd¢umorales provenant de I'endometre,
du sein et de l'ovaire. Ces études ont montré weree pde l'activité télomérasique, une
inhibition de la prolifération cellulaire et uneagiose. Néanmoins, le raccourcissement des
télomeres n'était pas toujours démontré, d'ou leessité d'autres études utilisant la
technologie du ribozyme contre 'ARNm de hTERT. dutre, une difficulté supplémentaire
rencontrée en géneéral lors de l'application detrlatégie antisens, pourrait étre la présence

de plusieurs versions d'/ARNm de hTERT issues dages alternatifs [283].

IV.3.3. Interférence ARN (ARNI)

L'ARNi a émergé comme un mécanisme puissant de laialu séquence-spécifique de
I'expression des genéBigure 53). Il semble fournir un potentiel plus élevé quedesatégies
antisens conventionnelles, vraisemblablement pgutkecompte sur la machinerie de clivage
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dirigée vers des cibles naturelles. En outre, L'ARBUt jouer un role important dans la

protection du génome contre linstabilité causée lpa transposons et les séquences
répétitives [284].

Kosciolek et al sont les premiers a décrire |'saifion de 'ARNi pour inhiber la télomérase.

Deux types de molécules d'ARN ciblant les compas&iiR et hTERT de la télomérase

humaine ont été développés: les ARNi obtenus pathége chimique et de longs ARN

double brin exprimés dans les cellules cibles $otme de structures en épingle a cheveux
[285].

La capacité des ARNi obtenus par synthése chimigumniber l'activité télomérasique a été
évaluée dans un panel de cellules de cancers hsini@ion, cerveau, poumon et peau).
Les résultats montrent que I'”ARNi ciblant le comgrashTR est plus efficace dans l'induction
de l'inhibition de l'activité catalytique de I'emag que celui ciblant le composant catalytique
hTERT. L'effet antitélomérase a été dépendant deofzentration d’ARNi. De plus, les
clones transfectés exprimant I'ARNi dirigé conaebus-unité hTR ont montré une inhibition
importante de l'activité catalytigue de I'enzymeg uiminution des taux d'expression de
I'ARN de hTR et une réduction du contenu en ADNrt&rique [287].

Récemment, Lu et al ont obtenu une inhibition detilvité télomérasique dans une lignée de
cellules de carcinome hépatocytaire par utilisatitd®RNi. Cette inhibition résulte d'une
diminution importante de hTERT, et d'un taux d'dpep significativement plus élevé que
celui des cellules témoins [288].

L'approche antisens semble prometteuse, cepenadaprdche anti-hTERT nécessite une
meilleure identification des séquences d'ARNm &cjlau fait de I'nétérogénéité des ARNm

issus de I'épissage alternatif [287].

IV.4. Dominants négatifs de hTERT (DN-hTERT)

L'induction de changements spécifiques d'acidesx@nentraine I'émergence de certaines
protéines mutantes de hTERT dites DN-hTERT. Cesiéiers sont catalytiquement inactives,
mais capables de séquestrer le composant ARN debd®fketudes développées in vitro et in

vivo ont permis de mettre en évidence plusieuremalités de ces DN-hTERT. En effet,
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elles sont capables d'inhiber efficacement la télase en causant un raccourcissement

télomérique progressif, entrainant I'apoptose [289]
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Hahn et al ont montré les possibilités de cette@ge in vivo en injectant des cellules de
cancer ovarien chez des souris immunodéficientes.ckllules contenant la hTERT sauvage
et les vecteurs témoins ont continué a produireguegurs tandis que les cellules renfermant
le DN-hTERT n'ont pas formé de tumeurs. Il a éténim®d aussi que les DN-hTERT
sensibilisent les cellules tumorales a d'autregaphiés antinéoplasiques, telles que le
cisplatine, le docétaxel, I'étoposide, l'ecteindise-743, le témozolomide et l'imatinib.
Cependant, des problemes potentiels doivent &mu® avant de traiter des patients par une
approche dominant négatif. Ces problemes concetaefadicon de délivrer les produits aux
cellules (par des vecteurs) et de surmonter legdex de risque liés a la thérapie génique.
Ainsi, malgré les nombreuses études développéedirm cette approche est toujours loin

d'entrer en clinique [287].

IV.5. Ciblage des mécanismes régulateurs de la téd@rase aux niveaux

transcriptionnel et post-transcriptionnel

La régulation de I'expression de la téloméraseadrdlée aux niveaux transcriptionnel et
post-transcriptionnel. Le ciblage des facteurs latgurs de la télomérase a été évalué dans

plusieurs études [290].

IV.5.1. Niveau transcriptionnel

Le contrble transcriptionnel de hTERT est appannme un moyen important de régulation
de l'activité télomérasique. En effet, différenéstéurs de transcription régulent l'activité
télomérasique en se liant & de nombreux sites\manidu promoteur du gene de hTERT.
Ces facteurs de transcription incluent p53, MZRAENL, MAD1, WT-1, le récepteur des

estrogenes, E2F-1 et c-MYC. Ce dernier est étr@tgrassocié au comportement prolifératif
des cellules et constitue un candidat intéressamhibition de la télomérase. En fait, la
porphyrine cationiqgue, TMPyP4, qui inhibe c-MYC dinc I'expression de hTERT, a été
décrite comme un inhibiteur de la croissance de®etus in vivo [196]. D'autres inhibiteurs
de la régulation transcriptionnelle de I'expressid@ hTERT par lintermédiaire d'un
complexant de c-MYC ont été aussi évalués. En faiformation d'un complexe entre c-
MYC et l'une des protéines BRCAL et N-MYC-interagtiprotein (NMI) inhibe l'induction
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de l'activité du promoteur de hTERT par c-MYC ddascancer du sein. De plus, les
oncoprotéines HER2/Neu, RAS et RAF stimulent Raigti du promoteur de hTERT par
I'intermédiaire des facteurs de transcription EER&1) activés par ERK dans la voie des
MAP-kinases. L'inhibition de la phosphorylation B&81, ou la mutation de ses sites de
liaison au niveau du promoteur de hTERT, est capadel rendre ce dernier insensible a
I'activation de HER2/Neu. En exploitant ces corseaiges, il a été montré que l'introduction
d'un dominant négatif d’ER81 par un plasmide athibition du réecepteur de HER2/Neu dans
les cellules du cancer du sein diminue signifieatient I'activité télomérasique [291].

Il existe une corrélation négative entre I'expm@ssle certains genes et I'hyperméthylation de
leur promoteur. En fait, il a été constaté queecatéthylation est associée a une diminution
de I'expression des genes suppresseurs de turAeursntraire, une corrélation positive entre
la méthylation d'illots CpG au niveau du promoteerhdERT, I'expression de 'ARNm de
hTERT, et l'activité télomérasique a été observéamsdde multiples lignées de cellules
cancéreuses, puis confirmée au niveau des tissusefldt de l'agent déméthylant, la 5-
azacytidine, sur l'activité télomérasique et I'egsion de hTERT a été montré dans plusieurs
lignées de cellules cancéreuses incluant les esliHeLa, des cellules de cancer colorectal,
des cellules de neuroblastome et de cancer destape. Cet agent induit une réduction de la
croissance cellulaire. Cependant, la corrélatiotreete déméthylation de hTERT et la
répression de gene est opposée au dogme courémtépilation de 'ADN par méthylation.
En effet, d'autres études de I'effet de la 5-amdiogt sur des lignées de cellules de la prostate
ont révélé que cet agent déméthylant réactiverésgion de pl6 et réprime l'expression de c-
MYC dans l'une des lignées. Donc, la 5-azacytidmepu en fait inhiber I'activité
télomérasique par une répression transcriptionnella TERT, au cours de laquelle p16 et c-

MYC ont pu jouer un réle central [290].

Outre les agents déméthylants, la tricostatine rAjninibiteur de I'histone désacétylase, est
aussi capable d'inhiber I'expression de I'ARNm TGERT dans plusieurs lignées de cellules
cancéreuses telles que la lignée leucémique humdB®’. Cependant, le manque de
spécificité de ces modulateurs épigénétiques detivig télomérasique, rend cette

observation controversée [292].
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Plusieurs hormones jouent aussi un role dans laaksgtion en amont de I'activation
transcriptionnelle de hTERT, comme les estrogemnda progestérone. L'expression de ces
hormones en fonction du type de tissu a permisragalation correspondante de l'activité
télomérasique. En fait, il a été suggéré que lodigne, un agent anti-cestrogene, est capable
de bloquer la transcription de hTERT et la croissattes cellules de cancer du sein exprimant
le récepteur des cestrogenes, mais il stimule fesdrgption de hTERT dans les cellules du

cancer de I'endomeétre [290].

I\VV.5.2. Niveau post-transcriptionnel

L'épissage de 'ARNmM de hTERT est un mécanismeégidation de la télomérase. En fait, un
produit particulier d'épissage, s'est révelé étre un inhibiteur négatif domindet/'activité
télomérasique. En outre, la régulation de la caviss et de I'activité télomérasique dans les
cellules de la peau impligue une action double: imhéition dépendante de c-MYC et un
épissage alternatif de hTERT [293].

La télomérase est aussi associée a plusieurs qeeté@iccessoires telles que TEP-1, p23,
HSP9O0 et interagit avec des enzymes de modificatmmnme la phosphatase A, la protéine
kinase C, la kinase AKT et d'autres qui jouent a#es importants dans l'assemblage et la
fonction de I'holoenzyme ou la régulation des modifons post-traductionnelles. En
particulier, le blocage de la protéine chaperon®&8D entraine l'inhibition de I'assemblage
des sous-unités de la télomérase [295].

Récemment, il a été montré que left@estradiol induit une activité télomeérasique dass |
cellules de cancer ovarien humain par régulatiost-panscriptionnelles. Celle-ci est régie
par lintermédiaire d'une phosphorylation de hTEB8pendante de AKT. En outre, en
utilisant des inhibiteurs de PKC tels que le bideigimaléimide I, une inhibition significative
de l'activité télomérasique a été observée danlades de cancer du nasopharynx [296].
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Figure 54: Structure du 1 B-cestradiol [294]

IV.6. Ciblage destélomeres e des protéines associées

Le ciblage direct du phénomeéne qui, apparemmentuibles cellules vers la sénescence
longueur des téloméres, a beaucoup enrichi le dgpement d'approches anticancéreL
Il est almis que ce sont les télomeres les plus courtsausent la fusion des extrémités

chromosomes et I'apoptose dans lelules télomérase-négativegSependant, les mécanisn
et les acteurs moléculaires impliqués dans le digsimnnement des télomss lié a la ‘crise

cellulaire’ que provoque leur raccourcissent restent encore indétermi [297].

I\VV.6.1. Stabilisateurs de: G-quadruplex

L'extrémité 3’ simple brirdu télomere contient plusieursuanines consécutives qui peuv
s'assembler pour formen repliement intramoléculaire comportant troiggdax de guanine
(G-quartets) stab#iés par des liaisons hydrogérentre les Ndes guanines et un cati
central, K ou N&. Selon la nature de cation, le Gguadruplex adopte deux structu
différentes :antiparalléle en présence de”, avec troidoucles terminales et paralléles
présence de K formant ainsi trois boucles diagonales exte [298].

158



Le principe d'action des ligands de G-quadrupldéxpesbablement régi par leur intercalation
au sein de ces structures, entrainant leur stafiiiis et donc le blocage de la télomérase au
cours de l'étape d’élongation. Plusieurs agentsilisiant le G-quartet sont actuellement en
investigation. lls appartiennent a difféerentes 1hemi telles que celles d'éthidium, de
dibenzophénanthrolines, de triazines, d'acridineles dérivés de porphyrines, de
pentaoxazoles, de pérylenes et des dérivés basés fiiorénone. Les composants basés sur

la porphyrine, I'acridine et les anthraquinoneg ggsqu'a présent les plus prometteurs [299].

Le criblage systématique des petites moléculeséiaaments a permis d'identifier plusieurs
composés avec une activité inhibitrice antitélorséraCertains inhibent I'enzyme a des
concentrations de l'ordre du nanomolaire. Parmi, eBRACO-19 représente un des
inhibiteurs de la télomérase les plus puissantsc@atration inhibitrice a 50 % (k) €gale a
115 nM). Un avantage majeur de BRACO-19 est d'élateytotoxicité non spécifique aigué
aux concentrations nécessaires pour empécher ctamast I'activité télomérasique dans les
cellules humaines du cancer du sein, s'ajoutamtear@duction importante de la croissance
cellulaire [298].

Des triazines tels que le 115405 et le 12459 senk cautres composeés stabilisant les G-

quadruplex a une concentration de 41 et de 130addectivement.

Récemment, de nouveaux ligands des G-quartetsqtedsles dérivés du 2,6-pyrimidine
dicarboxamide ont montré des effets apoptiques ifeass utilisant de faibles concentrations
dans les cellules de gliome. Cela est di aux élé@sadu cycle cellulaire et a l'instabilité des
télomeres plutét qu'a leur raccourcissement. ldimité des téloméres englobe la fusion des
terminaisons télomeriques et les ponts d'anaplaspliase bridges). Ces molécules ont aussi
des effets antiprolifératifs dans les lignées driles présentant un mécanisme ALT [299].

Un autre candidat inhibiteur est la télomestati8®T-095), qui est un produit naturel de
Streptomyces anulatus 3533-SV4. Ce composé perataiudir a une valeur d'ggde 5 nM.

Récemment, il a été montré que la télomestatine effet important sur la conformation des
extensions riches en G. Il a été montré égalemeatla télomestatine se lie fortement aux
extensions télomériques in vitro et in vivo en @isune perte retardée de la viabilité des

cellules. La télomestatine a été récemment testeeirs grand nombre de modéles in vitro

159



comme les cancers du poumon, ou il est capablelu¥e une inhibition de l'activité
télomérasique, une réduction de la longueur desnigles et une mort cellulaire par apoptose.
Il n'a pas été observé de changements importants l@gxpression des genes impliqués dans
le cycle cellulaire, I'apoptose, la réparation ‘&N, ou la recombinaison. Cela suggere que
la télomestatine exerce des effets antiprolifé&satt proapoptiques spécifiquement par
I'intermédiaire de la voie télomérique [298].

Malgré le fait que plusieurs de ces composés imhide 50 % l'activité télomeérasique par des

qguantités de l'ordre du nanomolaire, leur spétfigt leur efficacité dans le ciblage des

cellules cancéreuses ne sont pas encore décribesm€ pour les autres agents inhibant la
télomérase, un probleme potentiel est associdilisition de ces ligands des G-quadruplex.

Ces derniers peuvent interférer avec le fonctiorerendes télomeres dans les cellules
télomérase-négatives. En effet, de nombreuses iséegid'acides nucléiques réparties au sein
du génome des mammiferes sont potentiellement tpabadopter une structure en G-

quadruplex, et différentes structures protéiquasstmndécrites pour fixer les G-quadruplex in

vitro [299].

Ces données font des G-quadruplex une famille tstrale beaucoup plus large que celle
initialement découverte au niveau du télomére sepble probleme de la sélectivité d'action
des ligands de G-quadruplex et leur index théragueeitdans le cadre d'une stratégie

antitumorale [298].

I\V.7. Ciblage des protéines associées aux télomeres

Le ciblage des protéines liées aux télomeres médaedarégulation de la maintenance des
télomeres. Il a été proposé que la perte de la dape ou de quelques téloméres puisse
entrainer l'arrét du cycle cellulaire et l'apoptatans les cellules de cancers humains.
Karlseder et al ont déja montré que l'introductitumn dominant négatif de TRF2 dans des
lignées de cellules cancéreuses résulte en unuissement et en une apoptose rapide,
dépendante de p53 et non de la longueur du télorAassi, il a été proposé que TRF1 agisse
comme un inhibiteur en cis de l'activité télomégasi Selon ce modele, TRF1 a pu étre une

cible potentielle pour le développement de traitetm@anticancéreux [300].
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De plus, des études intéressantes de Seimiya cgrinrdent montré que la combinaison des
inhibiteurs de la télomérase et de la tankyrasesadibses non toxiques peut étre aussi une
approche thérapeutique anticancéreuse efficaceprogges dans les stratégies ciblant les
protéines associées aux télomeres sont en coumgowtraient apporter des candidats

anticancéreux intéressants [301].

I\VV.8. Inhibiteurs de la reverse transcriptase

Un autre groupe d'inhibiteurs est représenté pairkibiteurs de la transcriptase réverse.
Ces derniers peuvent étre divisés en deux classgescomposés nucléosidiques et non
nucléosidiques [302].

Le composé prototypique le plus étudié dans laselasucléosidique est le 3-azido-3’-

désoxythymidine (AZT). Cet analogue bloque l'inaogtion des dNTPs au niveau de I'ADN

néosynthétisé par l'activité de transcription régetJn probléme majeur associé a l'utilisation
de I'AZT et ses dérivés est la valeur élevée despBécessaire a l'inhibition de la télomérase
(0,10-1,75 mM). Un second probléme est que la ptugas études ont échoué, soit a

documenter le raccourcissement des télomeresq stiserver une sénescence [303].

La classe des inhibiteurs non nucléosidiques rardedes composés qui inhibent la
télomérase en se liant au site actif de I'enzyraastriptase réverse. Lors d'un criblage
pharmacologique, ces petites molécules ont mon&é pbtentiel d'inhiber [l'activité
télomérasique et causent le raccourcissement msifrdes téloméres comme le dérivé
d'isothiazolone TMPI, le rhodacyanine FJ5002 &IBR1532 [304].

Une des molécules les plus prometteuses est le BEIBR qui est un inhibiteur non

nucléosidique qui n'affecte pas des ADN ou des ARNmMérases autres que la télomérase.
Le BIBR1532 constitue donc un agent tres spécifiguan inhibiteur non compétitif de la

télomérase. Cela pourrait étre di au fait que siende liaison est différent de ceux des
amorces et des nucléotides. Ainsi, il interfere calee mise en place de la télomérase.
De nouveaux résultats suggérent que des doseseglalg BIBR1532 conduisent a une
cytotoxicité sélective dans les cellules leucémsquavec une érosion télomérique
indépendante de la télomérase, une perte de TRiiZeeaugmentation de la phosphorylation

de p53. Cet effet n'a pas été observé au niveaeltldes souches CD34+ et de fibroblastes
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normaux avec de longs téloméres qui ont été réssstau traitement. Cette cytotoxicité
télomérique sélective et rapide pourrait étre yp@a@che utilisable dans le développement de

médicaments anticancéreux [303].

IV.9. Immunothérapie: vaccins ciblant la télomérase

Les épitopes spécifiques de la hTERT sont expridaés les cellules cancéreuses, mais non
dans les cellules normales. La télomérase (hTERTHe@nc considérée comme un antigéne
tumoral universel du fait de son expression darsdupart des cancers ; elle peut étre traitée
au niveau du protéasome puis présentée a la sudieEecellules cancéreuses pour étre
reconnue comme antigéne par les lymphocytes Tayitpies. Des essais cliniques de phase |
ont montré que plusieurs patients présentant demoaes avancés du sein et de la prostate
ont induit des lymphocytes T cytotoxiques spéciigiule la hTERT a la suite de vaccination
pour mobiliser les cellules dendritiques stimulpas le peptide de la hTERT ou I'ARN de la
télomérase. Cette approche n'a pas montré d'édatpies significatifs [305].

Ces données offrent une base rationnelle scieméifigour continuer les investigations
clinigues des stratégies d'immunothérapie ciblaat télomérase. |l parait clair que
I'immunothérapie antitélomérase peut induire dgmomsees cliniques mineures sans effets
secondaires majeurs. Actuellement, plusieurs g@peéricains ont commenceé des essais
cliniques de phase I, comme le NCI (National Carestitute) qui a commenceé deux essais
étudiant l'efficacité de la vaccination par hTERA mhtients présentant des cancers avancés
du sein, des sarcomes ou des gliomes. La preuvda geésence de bénéfices cliniqgues de
I'immunothérapie anti-hTERT pourrait donc étre B¢atbans un futur proche [305].

IV.10. Thérapie génique

Tous les genes ont des promoteurs dont le roléeesbntréler le taux d'expression. Différents
promoteurs spécifiques de la tumeur ou du tisssigige le promoteur de 'alphafoetoprotéine
dans les cellules du cancer du foie, le promotedtastigene spécifique de la prostate dans le
cancer de la prostate et le promoteur de hTERT,étitétudiés avec succes. Cependant,

I'approche est limitée a des types spécifiques uheetirs qui expriment des antigenes
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spécifiques. hTERT pourrait étre une excellentelichaie vu que son expression est présente
dans environ 85 % des cancers humains [306].
Trois stratégies différentes de thérapie géniquéuamorale ont été développées, sous le

contrdle des promoteurs spécifiques des tumelssstis
— induire I'expression des genes proapopsique
— contr6ler I'assemblage des virus oncogéniques.
— activer les prosubstances dans les cellules @lesr

Plusieurs études ont utilisé le promoteur de hTEBUr contréler l'expression et le
fonctionnement des genes proapoptiques in vitrcs dles significatifs sont BAX, les
caspases 6-8, FADD (FAS-associated protein withthddamain), et TRAIL. En fait, le
controle de l'expression de ces genes par le pmamate hTERT induit sélectivement

I'apoptose des cellules tumorales télomérase-pesifB07].

L'utilisation du promoteur de hTERT ou I'ARN detédomérase permettant I'expression des
oncogeénes des adénovirus et/ou des genes de suesideine autre approche qui limite
I'expression a la tumeur. En effet, un vecteur adiéal dans lequel le promoteur de hTERT
permet I'expression des genes adénoviraux E1ARtcAlise la mort des cellules cancéreuses
et entraine l'inhibition significative de la crasge des cellules tumorales humaines de
poumon, du foie et de la prostate. Cependant, flecudié majeure est de permettre la
réplication exclusivement dans les cellules tunesaDes approches différentes décrivant une

réplication virale spécifique de la tumeur ont @ééérites:

—introduction de délétions dans les régions fonctelles des genes qui sont
essentielles pour la réplication efficace danctdkiles normales, mais utilisables par

les cellules tumorales.

— introduction des promoteurs spécifiques de turtiesu dans les virus pour limiter

I'expression des genes de réplication dans leslegfilumorales.
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— changement d'aspect de I'enveloppe virale popliten |'insert exclusivement dans

les cellules tumorales [308].

Il a été montré que le promoteur de hTERT pouétg utilisé pour réguler I'expression des
géenes nécessaires a la réplication virale. Parécpmemnt, cette réplication a lieu seulement

dans les cellules cancéreuses télomérase-podiB0ek

D'autres études ont développé des génes-suicigeblea d'activer des prosubstances en
substances cytotoxiques dans les cellules malig@egrosubstance induit une mort sélective

des cellules cancéreuses en présence des gendestits que:
— la cytosine désaminase bactérienne avec la ptEsue 5-fluorocytosine.
— la thymidine kinase et le traitement par ganoyiclo
— la nitroréductase bactérienne associée aveat'dgeproalkylation CB1954.

L'approche utilisant le promoteur de hTERT respblesde I'expression des genes de suicide
ou des adénovirus oncogenes montre des capacitéefpantes. En fait, elle permet de tuer
efficacement et sélectivement une large variété&alkiles cancéreuses, mais épargne les

cellules normales télomérase-négatives [310].

IV.11. Autres approches d'inhibition de la télomérae

L'abrogation de Cdc42/RAC1 entraine la diminutien'dctivité télomérasique, ce qui montre
que les composants de signalisation peuvent setgmme cibles de la thérapie
antitélomérase. La perturbation de l'assemblagéhdmenzyme de la télomérase avec des
oligonucléotides qui perturbent la région P3/Pleodomaine CR4-CR5 de la hTR empéche
l'assemblage adéquat de la télomérase conduiskinhibition de I'activité télomérasique,
mais leurs effets sur la croissance ou l'apopteseetiules n'ont pas été rapportés [74]. Plus
récemment, les flavonoides catécholiques et leduisonaturels, tels que les rubromycines,
l'alterpérylénol, l'acide diazaphénolique, et bgmine ont été testés sur la télomérase.

Ces stratégies émergentes pourraient s'avérers udilel'inhibition de la télomérase par
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l'intermédiaire de ces approches peut induire deqarcissement progressif des télomeéres et
la mort des cellules télomérase-positives [311].

Un grand nombre de composés d'origines varicesemieesdes effets inhibiteurs de la
télomérase et d'autres processus cellulairesadlaent des médicaments anti-inflammatoires
non stéroidiens tels que l'aspirine et les antiary®l comme la vitamine E. D'autres
molécules ont montré une capacité d'inhiber la hTERParmi elles, la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 a été testée. En fait, ceentere est capable d'induire une apoptose
dans les cellules cancéreuses ovariennes sansireissement des télomeres. Cette apoptose
serait due a une diminution significative de leb8ite de 'ARNm de hTERT plus qu'a une
répression transcriptionnelle due a I'élément gense de la vitamine D3 présent au niveau
de la région 5’ du géne de hTERT [312].

Les stratégies courantes de thérapie anticancécbegdes patients présentant un cancer a un
stade avancé incluent généralement une résectitantdeeur, suivie d'une chimiothérapie
et/ou une radiothérapie. Etant donné que l'acti¢itémérasique est détectée dans la plupart
des tumeurs aux stades avanceés, l'utilisationndhéisiteurs de la télomérase peut offrir un
adjuvant efficace a la thérapie du cancer [311].

Les cellules somatiqgues normales qui n'exprimerst lpatélomérase ne doivent pas étre
affectées par la thérapie antitélomérase. Lesphegaantitélomérase sont utilisées en
conjonction avec la réduction chirurgicale de Ianéur et peuvent étre suivies par des
chimiothérapies conventionnelles et/ou par uneliatéon. L'efficacité de cette combinaison a
été déja montrée. En effet, les inhibiteurs de dlmnmérase présentent une fonction de
sensibilisation, rendant les cellules cancéreusesnan résistantes a d'autres agents
chimiothérapiques standards. Ainsi, dans la mesure'autres méecanismes comme I'ALT
peuvent étre révélés, les associations thérapestigpparaissent justifiées. Les inhibiteurs de
la télomérase peuvent étre plus efficaces danédlaction du risque d'autorenouvellement de
nombreuses cellules cancéreuses télomérase-pssidoac, par ce ciblage spécifique de la
télomeérase, il peut étre possible de restauremdeourcissement systématique des télomeres
jusqu'a la longueur critique qui peut engendresdaescence cellulaire et I'apoptose. Etant
donné que la plupart des cellules somatiques nesmaéxpriment pas la télomérase, ce type
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d'agents peut aussi posséder une grande spécifaiitde toxicité et réduction des autres
effets indésirables [313].

Il a été suggéré que les thérapies antitélomémseept avoir des effets destructeurs dans les
cellules normales qui expriment la télomérase, mmis les cellules souches, les cellules
germinales et les lymphocytes activés, mais |'#étid'autorenouvellement indéfini des
cellules souches et I'expression transitoire dellamérase dans les lymphocytes suggérent
que de telles thérapies devraient avoir des elifeites dans ces cellules. Ainsi, du fait que
les cellules du systéeme immunitaire ne sont pasefaent infectées par l'adénovirus, le
recours a l'utilisation du promoteur de la hTERTutpétre une solution, car il permet
I'expression de I'adénovirus avec des effets sewmsddestructeurs minimes sur le systeme

immunitaire [312].

Les cellules cancéreuses montrent des téloméragquigment plus courts que ceux des
cellules souches des lymphocytes naifs, les renplust susceptibles aux effets de leur
raccourcissement. A la suite de ce raccourcissegtet¢ |'arrét de prolifération et/ou de la
mort des cellules cancéreuses, la thérapie antitdimse doit étre interrompue, et l'activité
télomérasique dans les cellules reproductives sstéflules souches sera rétablie. Donc, la
thérapie antitélomérase semble pouvoir éliminer platentiel prolifératif des cellules
cancéreuses avant le raccourcissement critiqua mdueur des téloméres dans les cellules

normales reproductives et souches, raccourcissegqueithiberait leurs fonctions [314].

Comme la télomérase est impliquée dans la stalilit§énome par des liaisons physiques
permettant la protection des télomeres, son cibtegerait étre utilisé dans un large spectre

de cancers humains pour la prévention et la gugdsiacancer a un stade précoce.

L'objectif est de rendre les cellules cancéreusaseftes et de préserver les cellules normales
le plus longtemps possible. L'inhibition de la tékrase dans les cellules cancéreuses peut
étre une cible importante des agents thérapeutaut@sancéreux, alors que l'expression de la
télomérase dans les cellules normales peut aveirtilité dans la reconstitution de cellules
ou tissus [315].

Malgré le fait que plusieurs travaux de rechercéeetbppés dans le domaine des thérapies

anticancéreuses ont montré l'importance des dduesciélomeres et télomérase, il est encore
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incertain de savoir laquelle est la meilleure. B, fen dépit d'une bibliographie abondante
sur les inhibiteurs de la télomérase et les ligatats G-quadruplex, les effets des deux types

de molécules n'ont pas été comparés dans le mé&tgarsy/ (culture cellulaire ou in vivo).

Boukamp et Mirancea ont conclu que les téloméresrpient étre les meilleures cibles pour
la thérapie du cancer. Burger a défini trois syiag® innovantes prometteuses pour la
prévention de la tumorigenése dont I'une vise %ercile complexe télomeres-télomerase.
D'autres auteurs ont montré que le recours a umghpoapie anticancéreuse était plus
efficace lors de I'utilisation des inhibiteurs da télomérase en position d'adjuvant.
Les relations entre les télomeres et la tumorigesest multiples et complexes. Les résultats
récents montrent que les approches basées surction d'une sénescence dépendante des

télomeres exercent des effets anticancéreux pussgl6].

Actuellement, aucun ligand du télomere ou inhibitde la télomérase n'est disponible en
routine. Indépendamment des résultats des essasues, les extréemités des chromosomes

représentent un champ fascinant de recherche psbidlogistes et les oncologues [315].
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Parmi toutes les hypothéses nouvelles et ratiogmeljui paraissaient innovantes et
susceptibles d'offrir des traitements applicablepart terme, seule une poignée a conduit au

développement de médicaments ayant eu un impaeipghigtique significatif.

Cependant, de nouvelles stratégies alternativelestdes thérapies ciblées émergent
désormais, permettant une meilleure prise en chdegecancers en mettant a disposition de

I'oncologue un arsenal thérapeutique plus conséquen

De facon générale, les progrés attendus visentfiairdde nouvelles cibles et a mieux
comprendre les mécanismes d’apparition de la eggistaux traitements. Ils visent également
a étre capables de définir, pour un patient donndraitement adapté en fonction de certains
criteres biologiques des tumeurs et l'utilisatioa domposés capables de neutraliser les
processus biologiques et biochimiques qui partitipee la progression tumorale, tout en
limitant au maximum la toxicité sur les tissus sai€es nouvelles approches tendent a
devenir de plus en plus spécifiques, les cibleSedgpar ces thérapies sont :

-La membrane des cellules ex: les récepteurs dé=uid de croissance

-Le milieu intracellulaire ex: la machinerie comyede signalisation intracellulaire

ou le cytosquelette

-Le noyau cellulaire (ADN)

-L’environnement tumoral ex: le systeme immunitaobe le systéme vasculaire

alimentant les tumeurs.
Ces derniéres études accréditent l'idée que leapties ciblées parmi plusieurs stratégies
anticancéreuses a l'étude (thérapie génique, s&émesc virus oncolytiques, etc....) vont
prendre une place de plus en plus conséquente @ids, cvoire en remplacement, des

traitements de référence.
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Titre : Les Anticancéreux: nouvelles approches thérapeesi.

Auteur: Benazzouz Abdelhamid.

Mots Clés anticancéreux, thérapies ciblées, virus oncalgjgénescence,
molécules pro-apoptotiques.

Une meilleure compréhension des mécanismes de ogmmese a permis
I'émergence de nouvellestratégies thérapeutiquees derniéres années. De
nombreuses molécules dont certaines actuellemeobre&enen cours de
développement font figure de propositions thérdpgees innovantes et
porteuses d’espoirs, c’est notamment le cas de :

- La thérapie génique: puisque la conversion genétigéme d'un simple
gene peut reverser la tumorogenicité d'un cancerceet malgré sa
composante polygénique ou bien induire I'apoptosecertaines cellules
cancéreuses.

- Des thérapies ciblées: nous nous sommes intéress@&fles ciblant les
récepteurs des facteurs de croissance de typen@glGF) et les cyclines
soit par inhibition de la prolifération induite p@FI ou IGFII, soit par arrét
du cycle cellulaire et stimulation de I'apoptose deerses lignées
cancéreuses.

- Des thérapies ciblant le CTLA-4 et les Toll-likee@teurs: par modulation
immune des signaux de costimulation en immunothéragenant a une
induction de réponses immunitaires efficaces.

- De la thérapie par sénescence par le biais de olepro-apoptotiques
visant a palier au potentiel prolifératif illimitdes cellules cancéreuses en
induisant leur apoptose.

Notre travail a pour but de mettre en évidencetdii@ de ces nouvelles
thérapeutiques ainsi que leur mécanismes, qui fhiegperons, serons en
mesure d’enrichir I'arsenal thérapeutique de I'dagae dans un futur tres
proche.



Abstract:

Title: Anticancer drugsNew Therapeutic Approaches

Keywords: anticancer drugs, gene therapy, target-directed) B3enescence
therapy, pro-apoptotic molecule
Author : Benazzouz Abdelhamid

Lately thanks to a better understanding of oncogism@echanism the making
of new therapy became possible. Numerous molecateke a hopeful
therapeutic proposal, some of them still under graent; it's the case of:

-Gene therapy: the inversion of one gene can deasethe tumorigenicity of a
cancer despite of his multigenetic component, endeads to apoptosis.

- Target-directed Drug: we focus on drug’s targgtihe insulin growth factor
(IGF) and the cyclins who act by inhibiting celpsoliferation managed by IGFI
or IGFIl, or stopping the cellular cycle and stiaing the apoptosis of
numerous cancer cell lineage.

-Target-directed Drug against the CTLA-4 and theLLOike receptors: by
immune modulation of the co-stimulation signal’sinmmunotherapy leading to
an effective immune response.

-Senescence therapy: by way of pro-apoptotic médecauntering unlimited
proliferation of cancer cell

The purpose of our work is to display these newagheutic purposes and
mechanisms that we hope will be able to enrichothelogist armamentarium
in a very near future.
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