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Immortalisation réversible :
vers une nouvelle strategie de thérapie cellulaire

Au sein d’'un organisme, la plupart
des cellules quittent le cycle cellu-
laire et se différencient avant d’avoir
épuisé leur potentiel prolifératif. Ce
n’est cependant pas le comporte-
ment qu’adoptent, en culture, la plu-
part des cellules somatiques de mam-
mifeéres. En effet, des études menées
par le groupe d’Hayflick dans les
années 1960 sur le doublement des
fibroblastes in vitro avaient déja mon-
tré qu’il existait un nombre limité de
divisions cellulaires (figure 1A), intro-
duisant la notion de sénescence
réplicative [1]. Cette perte du poten-
tiel prolifératif et de I'aptitude des
cellules & dupliquer leur ADN dans
un état ou elles restent viables semble
étre un processus génétiquement
programmé. Récemment, 1’érosion
des extrémités chromosomiques ou
télomeéres, correspondant a une
coiffe protectrice, a été corrélée a
une limitation de la capacité prolifé-
rative des cellules et donc a leur
durée de vie [2]. Cette horloge télo-
mérique aboutit a un seuil, reconnu
comme un dommage de I'ADN, qui
entrainerait via la machinerie de
réparation de ’ADN D’activation de la
protéine pb3. Cette derniére provo-
querait 'arrét du cycle des cellules
en activant la protéine p21 qui
inhibe elle-méme un facteur essentiel
de la réplication de I’ADN, le facteur
proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), ainsi que certains com-
plexes de kinase (CDK). Cependant,
d’autres genes comme celui codant
pour la protéine du rétinoblastome
(pRb) sont également impliqués
dans ce processus complexe de blo-
cage du cycle cellulaire.
L’échappement des cellules a la
sénescence réplicative est conféré
par certains oncogeénes viraux
mmssssm comme antigene T du Simian Virus
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40 (Ag T SV40) et E6/E7 du virus du
papillome humain de type 16 qui
lient les produits de genes suppres-
seurs de tumeurs impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire comme
pb3 et pRb. Les clones cellulaires
résultants augmentent de plus de
30 fois le nombre de doublements
de population [3]. Aprées le passage
de la phase de sénescence, le rac-
courcissement des télomeéres se
poursuit pour atteindre un seuil au-
dela duquel sont observées des
recombinaisons et des fusions inter-
chromosomiques, et qui entraine la
mort cellulaire. Cette étape est appe-
lée crise (figure 1B). Les cellules qui
surmontent cette phase de crise sont
considérées comme «immortalisées »
et présentent une stabilisation de la
longueur de leurs télomeres, a 1’ori-
gine de laquelle peuvent étre impli-
qués une réactivation de la télomé-
rase [4] ou, plus rarement, des
mécanismes alternatifs peu connus

(ALT) [5].

Le systeme Cre/Lox,
un outil au service
de la thérapie cellulaire

L’induction de la prolifération cellu-
laire présente un intérét majeur
pour la transplantation cellulaire a
visée thérapeutique puisqu’elle per-
met d’amplifier a facon les cellules
primaires. Néanmoins, I'utilisation
d’un oncogene seul pose probléme:
apres le passage de la phase de
sénescence, des divisions forcées se
produisent sans controle de la stabi-
lité chromosomique avec accumula-
tion de recombinaisons, de réactiva-
tions ou d’extinctions de génes. En
utilisant I’Ag T SV40 seul, les cellules
amplifiées peuvent par conséquent
acquérir les caractéristiques de cel-
lules transformées apres avoir réac-
tivé certains protoncogenes. Il est
donc nécessaire de pouvoir exciser
I’oncogéne avant la transplantation
des cellules. L’équipe de G. Cossu a
utilisé cette approche avec succes
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Figure 1. Processus d’immortalisation. A. Sénescence réplicative ou phase
de mortalité 1 (M1): période au cours de laquelle les cellules primaires, aprés
plusieurs divisions, perdent leur potentiel prolifératif. Le transfert d ‘'un onco-
gene permet a la cellule de surmonter cette phase et de continuer a se divi-
ser. B. Crise ou phase de mortalité 2 (M2): le raccourcissement des télo-
méres atteint un seuil qui entraine la mort cellulaire.
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pour immortaliser de facon réver-
sible des cellules primaires myogé-
niques humaines [6]. Ces cellules,
qui ne sont disponibles qu’en faible
quantité, se sont multipliées mille
fois plus que les cellules primaires
non modifiées. Il est important de
noter que ces cellules amplifiées a
l’aide de l’antigéne T ne sont
capables de se différencier en myo-
tubes in vivo qu’apres réversion.
L’équipe de P. Leboulch avait, la
premiére, validé un systeme
d’expression réversible, le systeme
Cre/ Lox, dans I'immortalisation tem-
poraire de différents types de cel-
lules primaires de mammiferes et
leur expansion ex vivo [7]. Dans
cette stratégie dite d’«immortalisa-
tion réversible », les cellules sont
transduites avec un rétrovirus conte-
nant le gene codant pour I'Ag T
SV40 flanqué de sites Lox P (figure
2A). L’oncogéne est ensuite excisé
par recombinaison spécifique de site
apres transduction avec un virus por-
teur de la recombinase Cre (figure 2B
et 2C). Cette approche permet d’étu-

dier les mécanismes de différencia-
tion cellulaire ainsi que les protéines
du cycle cellulaire impliquées dans
I’immortalisation et la sénescence.
Plus récemment, cette méme équipe,
associée a celle de N. Kobayashi, a
utilisé la méme stratégie pour ampli-
fier des hépatocytes humains et
montrer 'efficacité thérapeutique
de la transplantation cellulaire dans
un modele, toutefois imparfait,
d’insuffisance hépatique aigué chez
le rat [8]. Cette approche est
d’autant plus intéressante que les
hépatocytes primaires ne dépassent
normalement pas plus de un a deux
doublements in vitro. L’infection de
ces cellules par un adénovirus por-
teur du géne de la recombinase Cre
a permis I'excision de ’oncogéne
contenu entre les sites Lox. Les hépa-
tocytes immortalisés avant ou apres
excision de I'oncogeéne ont été trans-
plantés par voie intrasplénique chez
des rats dont 90 % du foie avaient
été enlevés. Cette chirurgie entraine
toujours la mort des animaux en
36 heures, dans un tableau d’insuffi-
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Figure 2. Principe de I'immortalisation réversible. A. Schéma du provirus
rétroviral de Westerman et al. contenant I'antigéne T de SV40 intégré dans la
cellule primaire. B. Processus d’excision des séquences situées entre les
sites Lox P apres transduction de la cellule par un vecteur porteur du géne
codant pour la recombinase Cre. C. Provirus aprés excision: seule la copie
du site Lox P portant I’ATG reste dans le génome de la cellule, permettant la
traduction du géne de résistance a la néomycine et donc la sélection des cel-
lules «révertées». LTR: long terminal repeat; HygroR/HSV-TK: hygromycin
resistance/ herpes simplex virus thymidine kinase; IRES: internal ribosomal
entry site; NeoR: neomycin resistance gene.
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sance hépatique caractéristique. En
revanche, 60 % des rats transplantés
ont survécu quel que soit le statut
des cellules réimplantées. Ces résul-
tats démontrent la faisabilité d’une
expansion de cellules quiescentes
ayant atteint un stade de différencia-
tion terminale comme les hépato-
cytes humains. Ils montrent égale-
ment qu’'une petite quantité
d’hépatocytes amplifiés (5% de la
masse hépatocytaire du foie) permet
de surseoir a la mort par une insuffi-
sance hépatique aigué provoquée
chez le rat.

Reste a déterminer quelles seront les
conditions d’une telle application
chez ’homme pour pouvoir envisa-
ger d’éventuels essais cliniques. I
faudra en particulier sélectionner des
geénes d’immortalisation plus atti-
rants que les oncogenes viraux. L’uti-
lisation de la télomérase dans le
cadre d’une amplification de cellules
primaires a été proposée: elle per-
mettrait de maintenir un génome
cellulaire «propre» tout en dimi-
nuant le risque oncogénique [9],
mais cet aspect est encore discuté
puisqu’il semble que son expression
active le proto-oncogéne c-myc dans
certains types cellulaires [10]. En
théorie, il serait séduisant d’utiliser
de telles cellules amplifiées dans le
cadre de thérapies cellulaires mais
également de thérapies géniques. Ce
type d’approche a déja conduit a la
transplantation, dans la rate de rats
Gunn déficients pour la bilirubine-
UDP-glucuronosyltransférase,
d’hépatocytes de rat, immortalisés
avec un oncogeéne thermosensible et
transduits avec le géne thérapeutique
[11]. Le taux de bilirubine dans le
sang a diminué durant une période
significative d’environ trois mois.
Cependant, afin d’observer un effet a
plus long terme, les cellules immorta-
lisées pourraient également étre
transduites avec des génes thérapeu-
tiques associés a des genes impliqués
dans la tolérance immune. Enfin,
parmi les perspectives thérapeutiques
envisageables, on peut évoquer les
tests de nouveaux médicaments sur
des lignées d’hépatocytes humains
immortalisés et transplantés dans un
modele animal ainsi que le dévelop-
pement, a plus long terme, de foies
bioartificiels.
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