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Introduction

De nos jours, le cancer représente la plus grande cause de mortalité derriere les
maladies cardio-vasculaires. Alors qu'il est 1'une des maladies les plus étudiées et que
de nombreux efforts ont été réalisés pour le prévenir et le traiter, les chiffres actuels
sont alarmants. Si la tendance actuelle se poursuit, 16 millions d'individus, dont les
deux tiers dans des nouveaux pays industrialisés ou des pays en développement,
apprendront en 2020 qu'ils sont atteints d'un cancer, contre 10,9 millions en 2005. Ceci

se traduirait par une mortalité de 'ordre de 10 millions par an en 2020.

Les thérapies courantes mises en place contre le cancer, comme la radiothérapie
ou la chimiothérapie, révelent souvent des effets trop limités, ce qui met en évidence la

nécessité du développement de nouvelles approches pour le traitement des cancers.

Alors que les premieres stratégies de thérapie génique se focalisaient
initialement sur le rétablissement d'une fonction perdue dans le cadre de maladies
monogéniques, une utilisation plus large de la thérapie génique s'est développée au
cours de ces dernieres années. En effet, la thérapie génique incluant des approches
thérapeutiques in vivo, ou l'induction de mort cellulaire a été investie, est utilisée
cliniquement dans une grande variété de maladies familiales et acquises, incluant les
cancers (Griesenbach U et al., 2006 ; Cavazzana-Calvo M et al., 2005 ; Chamberlain
JS, 2002 ; Tangney M et al, 2006). Un des plus grands obstacles de la thérapie
génique a été le développement d'un véhicule pour transférer des genes qui soit
efficace, non pathogéne, qui soit capable de transférer le matériel génétique dans une
large gamme de cellules et de tissus et qui puisse maintenir une expression pour une
période appropriée. Les virus sont des vecteurs attractifs pour la thérapie génique car

1ls ont une capacité innée pour infecter et délivrer de 'ADN dans les cellules.

L'immunothérapie est devenue l'une des voies de recherche majeure de la
thérapie génique contre le cancer et elle consiste a stimuler le systéme immunitaire

pour tuer les cellules tumorales et empécher leur prolifération.

Nous étudierons dans une premiere partie, quels sont les objectifs et les
principes de l'utilisation des vecteurs viraux dans l'immunothérapie antitumorale

ainsi que les stratégies et outils a disposition. Dans une deuxiéme partie, nous verrons



comment ces vecteurs viraux sont utilisés dans l'induction ou la modulation d'une
réponse immunitaire. La troisieme partie sera consacrée a 1'étude des associations
possibles de I'i'mmunothérapie utilisant des vecteurs viraux avec d'autres thérapies,
comme la virothérapie oncolytique ou encore la thérapie monoclonale. Nous
terminerons par un bilan et les perspectives a venir pour l'utilisation des vecteurs

viraux dans I'immunothérapie antitumorale.



Premiére partie :

Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale : objectifs,
principes, stratégies et outils

A. Objectifs de I'immunothérapie antitumorale

I. Définition de I'immunothérapie

L'immunothérapie est un terme large pour désigner un traitement qui consiste
a administrer des substances stimulant les défenses immunitaires de I'organisme afin
de lutter contre différentes maladies, en particulier certains cancers hématologiques,
les maladies dégénératives et maladies de systéeme. L'immunothérapie antitumorale
utilise la modification génétique des cellules tumorales, des cellules de I'i'mmunité et le
transfert de géne (Fig 1). Par extension, elle désigne également toute thérapie
utilisant des protéines synthétisées par les cellules du systéeme immunitaire ; en
particulier les immunoglobulines, sans que l'objectif de cette thérapie soit

nécessairement la stimulation de ''mmunité.

Les premiers essais d'immunostimulation eurent lieu avec I'administration de
BCG (Bacille de Calmette et Guérin) et de lévamisole. En effet, le BCG a un effet non
spécifique activateur de 1'immunité a médiation cellulaire par activation des
macrophages et des cellules Natural killer (NK) et le 1évamisole est un stimulant

Immunitaire non spécifique.

A partir des années 1960, des « manipulations immunitaires » ont commencé
avec les greffes de moelle osseuse, qui transféerent des lymphocytes, cellules

immunocompétentes, du donneur au receveur.

Ce qui nous iIntéresse présentement c'est l'immunothérapie utilisant des

vecteurs viraux a visée antitumorale.
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Figure 1 Diagramme schématique des différentes stratégies de I'immunothérapie

(A) Immunothérapie utilisant les cellules cancéreuses modifiées ; (B) Inmunothérapie avec

administration de transgénes in vivo ; (C) Immunothérapie utilisant des cellules de
I'immunité modifiées.
(Cross et Burmester, 2006)

Il. Cancer : généralités, histoire et causes

a. Cancer : généralités

Au niveau mondial, les études statistiques actuelles indiquent que 24,6 millions
de personnes vivent avec le cancer et qu'au moins une personne sur trois développera

un cancer au cours de sa vie. Pour l'année 2005, les cancers ont été la cause de 6,7
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millions de déces soit 30 % des déces liés a la maladie et 12,5% des déces en général
(Source OMS 2005). Les principaux types de cancer responsables de la mortalité sont
le cancer du poumon (1,3 millions de décés par an), le cancer de l'estomac (prés d'l
million de décés par an), le cancer du foie (662 000 décés par an), le cancer du colon
(655 000 décés par an) et le cancer du sein (502 000 décés par an) (Ferlay J et al., 2005
et Jemal A et al, 2008). Aujourdhui, les cas de cancers les plus communément
diagnostiqués sont, pour les hommes, le cancer de la prostate, des poumons et

colorectal et pour les femmes, le cancer du sein, des poumons et colorectal.

Le cancer est mieux soigné aujourd’hui qu’il y a une vingtaine d’années (source
OMS 2005). En 1950, aux Etats-Unis, 1900 enfants de moins de cing ans mouraient
d'un cancer. Leur nombre a aujourd’hui diminué de plus de 50%. La maladie de
Hodgkin par exemple, un cancer du systéme ganglionnaire, autrefois presque toujours
fatale, est guérie dans plus de 85 % des cas (Jemal A et al., 2008). De nombreux types
de cancers sont diagnostiqués chez 'homme avec une incidence dépendante de
différents paramétres comme l'dge des individus ou leur alimentation (Colditz GA,
2007). Les progrés dans les domaines du dépistage et l'établissement dun suivi
médical chez les personnes a risque, permettent aujourd’hui une diminution sensible
de certaines formes de cancer comme celle du col de I'utérus ou du sein (Coebergh JW,
1997). Le phénomeéne le plus frappant est la forte hausse de la mortalité due au cancer
du poumon et des bronches dans les pays occidentaux : augmentation de plus de 50%
pour les moins de 65 ans et plus de 200% pour les plus de 65 ans entre 1973 et 1990,
liée essentiellement a la consommation intensive du tabac (Colditz GA, 2007).
L'augmentation actuelle des cancers de la peau est également tres marquante et
certainement liée a une trop forte exposition de la peau aux ultraviolets (De Gruijl FR,

1999).

b. Cancer : historique

Le mot « cancer » d'origine latine (cancer, cancri), signifie « crabe », apparenté

au grec « karkinos » (écrevisse).

Galien, médecin grec de I'époque romaine, décrivait ainsi le phénomene :
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« Une tumeur qui s'étend des deux cotés par des prolongements anormaux qui
envahissent les tissus adjacents. Cela ressemble aux pattes d'un crabe qui sont elles

aussi présentes tout le long de la téte et du corps de I'animal » (Lynch HT et al, 1995).

1 000 000 d'années avant l'ére chrétienne : découverte de tumeurs osseuses sur

les squelettes d'animaux préhistoriques.

10 000 ans avant J-C : un cancer osseux de I'humérus a été mis en évidence sur

un guerrier de I'age du fer (Munsigen en Suisse).

5000 ans avant J-C : des traces de tumeur de la peau ont été retrouvées sur un

crane dans la province de Semnan en Iran.

3 500 ans avant J-C : des papyrus égyptiens décrivent des tumeurs du sein

traitées par cautérisation.

Pour Hippocrate (quatriéme siécle avant J-C) le "carcinome" était une tumeur
envahissante conduisant a une mort inéluctable. Le mot « karkinos » qui signifie crabe
en grec évoque le crabe dévorant les tissus. On trouve dans Hérodote la description de

la tumeur du sein d'Atossa, fille de Cyrus et femme de Darius.

Galien (130-200 ap. J-C) considérait que les tumeurs étaient dues a un excés
« d'humeur » ; de bile noire qui se solidifiait dans certaines parties du corps comme les
levres, la langue, les seins. Son traitement consistait en l'administration de purges
pour dissoudre la bile solidifiée. Si la lésion ne régressait pas, il pratiquait alors

I'excision. Ses théories furent valables pendant un millénaire.

Fallopius (1523-1562) décrivit plusieurs variétés de cancer sans pour autant
proposer de nouveau traitement : il pratiquait l'excision et la cautérisation pour les
lésions récentes et traitait les lésions avancées avec différents onguents. L'un de ses
onguents préférés était a base d'arsenic (nous savons actuellement que l'arsenic est

cancérigéne !).

Les XVI®™ et XVII*™ siécles aménent de nombreuses avancées avec la fin de
I'interdit religieux sur la dissection des cadavres et la découverte du systeme

lymphatique par Descartes.
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Sennert (1572-1637) provoque un recul sur la recherche contre le cancer en le
désignant comme contagieux. Les cancéreux sont alors exclus de tous les hépitaux

pendant 2 siecles.

En 1585, Ambroise Paré, dans son traité des « tumeurs contre nature » décrit la

tumeur du sein d'une dame d'honneur de la Reine Catherine De Médicis.
En 1666, La Reine Anne d'Autriche meurt d'un cancer du sein.

En 1693, Houppeville écrit un traité sur « la guérison du cancer du sein». La

théorie infectieuse qu'il défend fait croire a la contagion du cancer.

Henry Francois Le Dran (1685-1770) décrit le cancer comme une maladie locale
s'étendant via les canaux lymphatiques. Il préconise l'excision de la tumeur et des
ganglions lymphatiques axillaires. Il met en avant un pronostic défavorable lors de

l'envahissement des ganglions axillaires (début de notion de métastases).

En 1775, Perceval Pott (1714-1788) met en évidence le premier cancer
professionnel ; le cancer des bourses des ramoneurs, ce cancer était provoqué par le
frottement sur le scrotum de la corde imprégnée de suie qui servait aux "petits

ramoneurs" a descendre dans les conduits de cheminée.

En 1802, Xavier Bichat, puis Laennec, sont a l'origine de la théorie cellulaire
moderne du cancer. Bichat précise la notion de métastase en la définissant comme
différentes localisations du cancer, une seule maladie touchant le méme tissu mais

dans différents organes (Imbault-Huart Marie-José, 1985).

c. Cancer : causes majeures

Les causes de cancer sont nombreuses, elles ont augmenté avec
I'industrialisation. Le taux de cancer est beaucoup plus élevé dans les pays
industrialisés surtout pour des cancers tres agressifs comme celui du poumon. Les

causes peuvent étre de différentes natures (Colditz GA et al., 2006 ; Hill C, 2008) :
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e Virale : la théorie virale des cancers n'a, jusqu'ici, été retenue que dans environ

15% des cancers humains :
e dans certaines leucémies et certains hématosarcomes ;

e le virus d'Epstein-Barr (herpés virus agent de la mononucléose
infectieuse) est associé a la maladie de Burkitt, & certains cancers du

naso-pharynx et certaines maladies de Hodgkin (variété de lymphome) ;

o le virus de 1'hépatite B et celui de 1'hépatite C jouent un réle dans le

cancer primitif du foie ;

e les papillomavirus, sexuellement transmissibles jouent un réle dans les
cancers ano-génitaux dont celui du col de I'utérus ; d'ou l'intérét de leur

détection précoce ;

e l'infection par le virus VIH du SIDA est associée a une augmentation du

risque de sarcome de Kaposi et de Lymphome Malin non Hodgkinien.

e Parasitaire

La bilharziose, due a l'infection par un parasite, est un facteur de risque pour le

cancer épidermoide de la vessie avec Schistosoma haematobium et pour des cancers

coliques avec Schistosoma mansoni.

e Rayonnante

Tous les rayonnements sont susceptibles de provoquer des mutations
génératrices de cancers. Le risque de cancer cutané chez les sujets exposés au soleil de
facon excessive est particulierement augmenté. L'explosion du réacteur de la centrale
nucléaire de Tchernobyl en 1986 a provoqué la libération de quantités massives de
Césium et d'lode radioactifs et leur diffusion tres large par le nuage radioactif. A ce
jour, plus de 2000 cas de cancers semblent étre imputables a cette irradiation massive.
La thyroide qui fixe sélectivement 1'iode, a été une cible privilégiée et le nombre de

cancers thyroidiens pourrait étre en augmentation de ce fait.
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e Hormonale

Les cestrogenes représentent un facteur de croissance pour certaines cellules

cancéreuses, ils doivent donc étre maniés avec précaution.

e Chimique

Le tabac, 1'alcool, I'amiante, les nitrites et de nombreux corps chimiques de
I'environnement interviennent dans la genese de nombreux cancers. Un certain

nombre de cancers professionnels donnent droit en France a réparation.

e Alimentaire

Indépendamment de 1'éthylo-tabagisme, certains types d'alimentation ou
d'aliments (en particulier l'excés de certaines graisses et la consommation fréquente

d'aliments fumés ou salés), tendent & augmenter le risque de certains cancers.

e Traumatique

Le grattage, les frottements, coups répétés ont un role dans certains cancers.

o Génétique

Les facteurs génétiques jouent un role incontestable dans certains cancers dits
« héréditaires » ou « familiaux », mais ces cancers liés a une transmission génétique
sont rares. L'étude de ces cancers familiaux permet de comprendre les mécanismes
d'action des altérations génétiques dans la carcinogénese et ouvre la voie a la thérapie
génique. En revanche, les habitudes « environnementales » ont une influence certaine
dans l'apparition de certains cancers dits « familiaux », sans qu'il y ait pour autant

transmission de genes particuliers.

Tous ces agents cancérigenes agissent en provoquant des mutations du génome
de la cellule. Le cancer demande, soit une action répétée du facteur cancérigene

(particuliérement pour certains cancers expérimentaux), soit une action conjuguée de
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plusieurs facteurs.

lll. Objectif de I'immunothérapie antitumorale

L'unique objectif de I''mmunothérapie dans la lutte contre le cancer, comme
toutes les thérapies anticancéreuses, parait étre la guérison totale des personnes
atteintes de cancer. Idéalement, a 1'échelle de l'organisme cela correspond a éviter la
dissémination de cellules cancéreuses et ainsi empécher le développement de
métastases, et surtout 1'élimination des cellules tumorales. Le but étant de faire
disparaitre les tumeurs totalement ou au moins de les faire régresser jusqu'a une

taille acceptable pour permettre une exérese chirurgicale qui soit optimale.

Actuellement, les thérapies a base de substances chimiothérapeutiques sont
largement utilisées avec tous les effets secondaires qu'on leur connait. En effet, la
majorité de ces substances fonctionnent par arrét de la mitose en ciblant les cellules a
division rapide ; ce qui englobe les cellules tumorales mais aussi les cellules
sanguines, les cellules épithéliales intestinales, cellules des follicules pileux, etc. Par
conséquent, leur utilisation en thérapie anticancéreuse se révele systématiquement

toxique pour les patients.

La radiothérapie consiste en l'exposition des cellules tumorales a un
rayonnement afin d'empécher leur multiplication, et a terme, leur destruction. Cette
thérapeutique connait également ses effets secondaires par irradiation des tissus sains

adjacents.

Chimiothérapie, radiothérapie et chirurgie peuvent étre combinées de toutes les

facons, selon le type de cancer a guérir.

Découvrir de nouvelles thérapies efficaces contre le cancer avec des effets
secondaires moindres serait idéal. L'immunothérapie apparait étre un tournant
prometteur dans la lutte anticancéreuse, son objectif est 1'éradication de cellules
néoplasiques sans affecter les cellules saines, quelle que soit leur localisation,

notamment dans les métastases.
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Avant de développer l'utilisation des vecteurs viraux dans l''mmunothérapie

antitumorale, observons quels sont les principes de cette thérapie.

B. Principes de I'immunothérapie antitumorale

L'immunothérapie anticancéreuse consiste a faire développer a l'organisme
atteint une réponse immunitaire efficace contre les tumeurs. En effet, le principal
probleme rencontré par l'organisme face a une tumeur qui se développe en cancer est
sa réponse immunitaire qui est inefficace ou inadaptée. Nous ferons dans un premier
temps un rappel sur les bases de l'oncogénese et sur I'i'mmunité antitumorale, puis
nous aborderons les raisons de l'inefficacité immunitaire et les grands principes de

I''mmunothérapie antitumorale.

. Rappel sur lI'oncogénése

La recherche a permis l'apport d'une importante quantité dinformations
scientifiques, notamment par la mise en évidence de changements dynamiques au
niveau du génome cellulaire durant ’évolution de la maladie. Ainsi, Bishop et al. ont
démontré 'existence de mutations générant le phénotype tumoral dans les cellules
animales, aprés l'expression d’oncogénes (génes favorisant la croissance cellulaire)
(Bishop JM, 1996 ; Huang PS, et al, 1997) ou de mutants de génes suppresseurs de
tumeur (Bishop JM et al., 1996). De nombreuses études indiquent que, chez 'homme,
la tumorigénese se déroule en plusieurs étapes, par successions d'altérations
génétiques permettant la transformation progressive d’'une cellule humaine normale
en cellule tumorale (Hanahan D et al, 2000). L'analyse anatomopathologique des
organes atteints révéle des lésions représentatives d’étapes intermédiaires (stades
« pré-malins ») de I’évolution de la maladie (Foulds L, 1954). Ces observations se sont
concrétisées par de nombreux travaux montrant I'altération invariable du génome des
cellules tumorales a de nombreux sites, par des mutations ponctuelles ou des
changements chromosomiques (Kinzler KW et al., 1996). Le développement tumoral se

déroule ainsi par une succession de changements génétiques, conférant des avantages
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au niveau de la croissance, et qui permettent une conversion progressive d'une cellule

normale en cellule tumorale (Nowell PC, 1976).

Les cellules tumorales sont caractérisées par des modifications conduisant aux
altérations de certains circuits de régulation gouvernant la multiplication et
I'homéostasie des cellules normales. Le développement de tumeurs nécessite plusieurs
altérations ce qui explique certainement la plus faible fréquence des cancers dans la
premiere moitié de vie de 'nomme. En fait, 7 altérations essentielles de la physiologie

cellulaire dictent collectivement la progression tumorale (Hanahan D, et al., 2000) :

+ un potentiel de réplication illimitée ;

+ une autonomie de production de signaux de croissance endogenes ;
+ une insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance ;

+ une angiogénese activée et prolongée ;

¢ une capacité d'invasion des tissus induisant les métastases ;

+ une résistance a 'apoptose ;

+ une instabilité génétique.

Des détails concernant ces altérations sont présentés dans les paragraphes
suivants. La compréhension de ces altérations est a la base de toute étude visant a une

thérapie antitumorale.

a. Les cellules tumorales ont un potentiel de réplication illimitée

Toute cellule de mammifere est soumise a une limitation de sa multiplication.
Ainsi, les travaux de Hayflick et al. ont permis de démontrer que des cellules normales
ont un potentiel de réplication limitée (Hayflick L, 1997) qui, lorsqu’il est dépassé, les

fait entrer dans un état qualifié de «sénescence».

En culture, la sénescence de ces cellules peut étre levée en inactivant les
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protéines pRb et p53. Ces cellules recommencent alors a proliférer jusqu'a un
deuxieme stade de «crise» caractérisé par une mort cellulaire massive, un désordre
caryotypique avec fusion des chromosomes et émergence dans 1 cas sur 10" d'une
cellule immortalisée (Wright WE et al, 1989). Cette cellule immortalisée, ayant
échappé a la double barriere anti-proliférative, possede un potentiel de réplication

illimitée conduisant irrémédiablement a la croissance tumorale.

Le mécanisme intervenant dans le maintien de la capacité de croissance des
cellules tumorales ou, au contraire, de l'inhibition de la croissance des cellules
normales a été découvert au cours de la derniere décennie et fait intervenir les
télomeéres situés a lextrémité des chromosomes (Deng Y et al, 2007). Ceux-ci sont
composés de centaines de séquences répétées de 6 paires de bases qui, au fur et a
mesure des divisions cellulaires, subissent une perte de 50 a 100 paires de bases a
Iextrémité de chaque chromosome. Cette érosion progressive est le fait de I'incapacité
des ADN polymérases a répliquer completement les parties 3 de T'ADN
chromosomique pendant la phase S du cycle cellulaire (Hanahan D et al, 2000). En fin
de vie cellulaire, les extrémités des chromosomes sont mises a nu par manque
d'activité de la télomérase ; les chromosomes entrent alors en fusion, induisant

invariablement ’entrée de la cellule en «crise» (aneuploidie) et sa mort programmée

(Shay JW et al., 2005).

Afin d'échapper a cette mort programmée, les cellules tumorales ont développé
un mécanisme permettant d’éliminer le phénomene d’érosion télomérique. Ainsi, toute
cellule tumorale possede une activité de maintien de ses télomeres par deux
mécanismes distincts (Holt SE et al, 1999). Dans 85 a 90% des cas, une sur-
expression de 'enzyme télomérase ajoute des séquences répétées d’hexanucléotides a
lextrémité des chromosomes. Cette condition est nécessaire et suffisante pour
permettre a des cellules normales d’acquérir une autonomie de réplication illimitée
par transfert du géne de la télomérase (Bodnar AG et al., 1998). Dans 10 a 15% des cas
restants, les extrémités télomériques sont maintenues par recombinaisons inter-

chromosomiques (Brachner A et al., 2006).

Quels que soient les mécanismes utilisés, ceux-ci permettent de maintenir la

longueur des extrémités télomériques au-dela d'un certain niveau ainsi que la
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multiplication illimitée des cellules descendantes.

b. Autonomie des cellules tumorales vis a vis des signaux de croissance

Le cycle cellulaire normal nécessite des signaux de croissance mitogenes afin
d’évoluer d’'un stade quiescent vers un stade de prolifération active (Hanahan D et al.,
2000). Le cycle cellulaire normal est divisé en quatre phases principales (G0/G1, S, G2,
M) régulant l'ensemble des mécanismes de la division cellulaire. Des signaux de
croissance sont transmis a la cellule par des récepteurs transmembranaires ou se lient
spécifiquement des molécules de signalisation. Ce sont des facteurs de croissance
solubles, des composants de la matrice extracellulaire ou des molécules permettant

I’'adhésion ou l'interaction entre deux cellules.

Dans le cas des cellules tumorales, trois mécanismes interviennent dans

I'acquisition d'une autonomie de production de signaux de croissance mitogenes :
+ Jlaltération des signaux de croissance extracellulaires ;

+ l'altération des signaux permettant la transduction de signaux de croissance

entre les cellules ;
+ l'altération des circuits intracellulaires (Hanahan D et al., 2000).

De nombreux oncogéenes agissent en mimant les signaux de croissance cellulaire
et permettent aux cellules tumorales de générer une grande partie des signaux de
croissance dont elles ont besoin et de réduire ainsi leur dépendance vis a vis des tissus
normaux présents dans leur micro-environnement. Dans certains cas, il se crée une
rétro-action positive de production de ces facteurs appelée stimulation autocrine. La
production de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et de TGFB (Transforming
Growth Factor B) par les cellules de glioblastomes et de sarcomes respectivement en

sont deux exemples (Fedi P et al., 1997).
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i. Sur-expression de récepteurs cellulaires de surface

Les récepteurs cellulaires de surface permettant la transduction intracellulaire
de signaux stimulant la croissance sont également la cible d’altérations et de
dysfonctionnements au cours du développement tumoral (Hanahan D et al., 2000).
Ceux-ci sont sur-exprimés dans de nombreuses formes de cancer et permettent la
sensibilisation des cellules tumorales a des niveaux trés bas de facteurs de croissance,
normalement insuffisant pour induire la prolifération cellulaire (Fedi P et al., 1997).
Le récepteur a 'EGF (Epidermal Growth Factor) par exemple, est sur-exprimé dans
les tumeurs de I'estomac, du cerveau et du sein, alors que le récepteur HER2/neu est
exprimé dans les tumeurs de I'estomac et dans les carcinomes mammaires (Yarden Y
et al., 1988). Une signalisation indépendante du ligand peut également étre obtenue a
travers des altérations structurales de ces récepteurs comme, par exemple,

I'expression de versions tronquées du récepteur a 'EGF (Fedi P et al., 1997).

ii. Sélection des récepteurs extracellulaires

D'autre part, les cellules tumorales peuvent faire varier les types de récepteurs
extracellulaires (intégrines) qu'elles expriment, favorisant ainsi ceux qui permettent
la transmission de signaux de croissance (Giancotti FG et al., 1999). Ces récepteurs de
surface cellulaire sont hétérodimériques et bi-fonctionnels et permettent la liaison
physique entre la cellule et la matrice extracellulaire (Giancotti FG et al, 1999). Les
liaisons des récepteurs aux intégrines a la matrice extracellulaire permettent la
transduction de signaux dans le cytoplasme, signaux qui vont influencer le
comportement cellulaire en sortant les cellules de leur quiescence, en les rendant
résistantes a I'apoptose et en leur permettant d’entrer dans un cycle cellulaire actif

(Giancotti FG et al., 1999).
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iii. Libération de signaux mitogéniques

Chaque récepteur de facteur de croissance activé par son ligand ou chaque
intégrine de croissance engagée avec un composant de la matrice extracellulaire peut
activer la voie des MAP kinases SOS-Ras-Raf (Giancotti FG et al., 1999). Cette voie de
signalisation joue un role central dans la cascade de mécanismes complexes
permettant la transmission du signal émis par la liaison ligand-récepteur-intégrine.
Ainsi, dans pres de 25% des tumeurs humaines, la protéine Ras est présente dans une
forme structurale altérée permettant la libération d'un flux de signaux mitogéniques
dans les cellules, sans la nécessité d'une stimulation continue par les régulateurs
normaux agissant en amont (Medema RH et al., 1993). Pour les carcinomes du colon
par exemple, prés de la moitié d’entre elles porte I'oncogéne ras muté (Kinzler KW et

al., 1996).

De nouvelles voies effectrices dans l'induction de signaux de croissance
cellulaire provenant de la cascade d’activation mitogénique SOS-Ras-Raf-MAPK, ont
été découvertes (Rommel C et al, 1998). Cette cascade semble étre également liée a
une grande variété d’autres voies de signalisation cellulaire permettant de nombreux
effets biologiques (Rommel C et al, 1998). Par exemple, l'interaction directe de la
protéine Ras avec les PI3 kinases (promotrices de la survie cellulaire) permet

I'induction de signaux de croissance suscitant des signaux de survie cellulaire

(Downward J, 1998).

iv. Sur-expression de facteurs de transcription

Le facteur de transcription Myc et le complexe Mad-Max peuvent également
intervenir dans ces signaux de croissance cellulaire. Pendant le développement
cellulaire normal, I'association de Myc et Max induit la prolifération cellulaire (Foley
KP et al, 1999). Ce stimulus est régulé par les facteurs transcriptionnels de la famille
Mad qui, en association avec Max contrent le stimulus prolifératif pour induire un
stade cellulaire différencié (Foley KP et al, 1999). Dans de nombreuses tumeurs, la

sur-expression de l'oncogene c-myc déstabilise les complexes Mad-Max et favorise
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I'association Myc-Max, induisant par conséquent la prolifération cellulaire (Kinzler

KW et al., 1996).

L’acquisition d’'une autonomie au niveau des signaux de croissance par les
cellules cancéreuses ne peut pas expliquer entierement le développement tumoral. Les
tumeurs sont des tissus complexes contenant d’autres types cellulaires comme les
cellules endothéliales, les fibroblastes ou des cellules du systéeme immunitaire
(Hanahan D et al.,, 1996). Ainsi, la croissance d'une cellule est largement dépendante
des cellules avoisinantes (signaux paracrines) ou des signaux délivrés par voie
systémique (signaux endocrines) (Hanahan D et al, 1996). En effet, il a été suggéré
que les signaux induisant la prolifération des cellules carcinomateuses provenaient de
composants des cellules stromales (Hanahan D et al, 2000). De méme, la présence de
cellules inflammatoires attirées sur le site tumoral peut permettre également la
croissance des cellules tumorales (Cordon-Cardo C et al, 1999). Dans le cadre d'une
thérapie antitumorale, ce parameétre est a considérer afin d'agir non seulement sur la
cellule tumorale elle-méme mais aussi sur son micro-environnement (stratégie anti-

angiogénique par exemple).

c. Insensibilité aux inhibiteurs de signaux de croissance

Dans un tissu normal, de nombreux signaux anti-prolifératifs interviennent
dans le maintien de la quiescence cellulaire et de 'homéostasie tissulaire. Ces signaux
sont composés de facteurs d’'inhibition solubles, ancrés dans la matrice extracellulaire
et a la surface des cellules. Comme leurs homologues activateurs, les signaux de
transduction inhibiteurs sont véhiculés par des récepteurs transmembranaires couplés
a des circuits de signalisation intracellulaire (Hanahan D et al., 2000). Ces signaux
inhibiteurs peuvent bloquer la prolifération des cellules par deux mécanismes

distincts :

+ arrét du cycle de prolifération active et transition en phase quiescente GO (ce

stade est réversible et peut étre activé a nouveau par des signaux
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extracellulaires activateurs) ;

+ transition permanente du cycle cellulaire dans une phase post-mitotique

associée a une différenciation phénotypique.

Ce sont donc essentiellement des facteurs intervenant dans la régulation du
cycle cellulaire, notamment dans le maintien de la phase G1, qui régulent I'inhibition
de la prolifération des cellules normales. A tout moment, les cellules interagissent avec
leur environnement et échangent des signaux induisant leur quiescence, leur

prolifération ou leur différentiation.

Au niveau moléculaire, I'ensemble de ces signaux anti-prolifératifs passe
majoritairement par la protéine du rétinoblastome (pRb) et ses deux homologues p107

et p130 (Weinberg RA, 1995).

Dans un stade hypophosphorylé, pRb bloque la prolifération en séquestrant et
en altérant la fonction des facteurs de transcription E2F, essentiels pour le passage de
la phase Gl en phase S (Weinberg RA, 1995). Ce stade hypophosphorylé est
notamment assuré par la molécule TGFB agissant aux travers de nombreuses voies de
signalisation permettant ainsi d’éviter la phosphorylation de pRb et 'avancement du
cycle cellulaire au-dela de la phase G1 (Hanahan D, et al, 2000). TGF8 induit la
synthése de protéines (p15INK4B et p21) qui bloquent les complexes cyclines CDK,
responsables de la phosphorylation de pRb (Datto MB et al., 1997).

Afin d’assurer son développement, une cellule tumorale doit donc échapper a ces
signaux anti-prolifératifs. L'inactivation de la voie pRb libere E2F et induit la
prolifération cellulaire, rendant ainsi les cellules insensibles aux signaux inhibiteurs.
Cette inactivation est dirigée sur le récepteur au TGFB qui est, en fonction des cellules
tumorales, non fonctionnel, muté ou dérégulé (Markowitz S et al). La protéine pRb
peut, elle aussi, étre absente aprés mutations de son geéne cible ou encore éliminée par
séquestration par des oncoprotéines virales comme la protéine E7 du papillomavirus

humain (Dyson N et al., 1989).

Les cellules tumorales ont également la capacité de réguler négativement

lexpression des intégrines et d’autres molécules d’adhésion responsables de la
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transmission des signaux inhibiteurs favorisant ainsi les signaux activateurs de
prolifération. Toutes ces voies couplées au cycle cellulaire et a la voie pRb définissent
le concept de « perte de suppression tumorale » applicable a la plupart des cellules

tumorales humaines (Hanahan D et al., 2000).

d. Capacité a stimuler I'angiogenése

Toute cellule vivante au sein d’'un tissu doit théoriquement se situer a moins de
100pm d’un capillaire sanguin afin d’assurer son apport en oxygene et en nutriments
par le systéme vasculaire. Dans le cas d'une cellule tumorale, isolée dans un
environnement prolifératif peu vascularisé, une néo-angiogenése locale doit étre

induite afin d'assurer la survie du néoplasme (Folkman J, 1997).

Les facteurs pro-angiogéniques les plus connus sont ceux dérivés de la famille
du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF-A/B/C/D) et du Fibroblast Growth
Factor (FGF-1/2). Ces facteurs se fixent sur des récepteurs a tyrosine kinase exprimés

a la surface des cellules endothéliales (Parangi S et al., 1996).

La premiere molécule inhibitrice d’angiogénese décrite, la thrombospondine-1
(TSP-1), se fixe sur la molécule CD36, un récepteur trans-membranaire des cellules

endothéliales couplé aux kinases intracellulaires Src-like (Bull HA et al., 1994).

Plus récemment, de nouveaux inhibiteurs de l'angiogenese, sécrétés par les
tumeurs elles-mémes, ont été identifiés dans des modeéles murins de carcinogenese,
caractérisés par lexistence de nombreuses métastases ne se développant qu’en
présence de la tumeur primitive (O'Reilly MS et al, 1994). Ainsi, 'angiostatine a été
1dentifiée dans le sang de souris injectées en sous-cutané avec des tumeurs dérivées de
carcinome du poumon (3LL) (O'Reilly MS et al, 1997). L'endostatine (fragment
terminal COOH du collagéne XVII) purifiée & partir du surnageant d'un hémangiome

murin (EOMA), fait partie de cette famille d’'inhibiteurs (O'Reilly MS et al., 1997).

Aujourd’hui, plus d'une quinzaine de facteurs pro-angiogéniques et un nombre

similaire d’inhibiteurs ont été décrits (Hagedorn M et al., 2000).
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Une angiogénese active est essentielle pour un développement rapide et efficace
des cellules tumorales. Celles-ci ont ainsi la capacité d'induire une conversion pro-
angiogénique précoce (« angiogenic switch»), caractéristique phénotypique
particuliérement visible dans les stades pré-néoplasiques (Pepper MS, 1997). Les
bases de ce phénomene ont été largement étudiées dans des modeles de souris
transgéniques (Carmeliet P et al, 2000) et dans des lignées tumorales humaines
(Compagni A et al, 2000). Ces études ont permis de découvrir les mécanismes
intervenant dans la balance angiogénique (Iruela-Arispe ML et al, 1997). Ce
phénomeéne passe, notamment, par l'altération de génes suppresseurs de tumeur
comme p53 (Ravi R et al., 2000) ou d'oncogénes comme myc(Ngo CV et al., 2000). La
conséquence de ces mutations induit la sur-expression, par les cellules tumorales de
molécules pro-angiogéniques comme les VEGFs ou FGFs alors que parallelement
I'expression d’inhibiteurs tels que TSP-1 ou I'interféron-8 est inhibée (Volpert OV et al.,
1997).

Une autre phase de régulation est réalisée par les protéases qui controlent la
bio-disponibilité cellulaire des facteurs angiogéniques et angiostatiques. Ainsi, de
nombreuses protéases peuvent libérer le bFGF séquestré dans la matrice
extracellulaire (Whitelock JM et al., 1996) alors que la plasmine peut étre clivée pour

donner naissance a I'angiostatine (Gately S et al., 1997).

e. Invasion des tissus et métastases

Au cours du développement tumoral, des cellules néoplasiques s’évadent, plus
ou moins tardivement de la tumeur primaire, envahissant les tissus avoisinants, et
colonisent des organes a distance ; de nouveaux foyers tumoraux apparaissent alors.
Ces développements métastatiques sont aujourd’hui responsables de 90% des déces
dus au cancer (Sporn MB, 1996). Au sein de l'organe colonisé, les métastases néo-
formées apparaissent comme un amalgame de cellules normales et tumorales aux

propriétés similaires a la tumeur primaire.

L'un des mécanismes qui confére le caractére métastatique aux cellules

tumorales consiste en 'altération de plusieurs classes de protéines impliquées dans les
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phénomenes d’adhésion.

Les molécules impliquées regroupent notamment, des immunoglobulines, des
cadhérines calcium-dépendantes (adhésion cellule-cellule) ainsi que des intégrines
(adhésion cellule-matrice extracellulaire). L'ensemble de ces interactions est

Iintimement lié au cycle cellulaire.

i. Altération des fonctions de contact : E-cadhérine

L'une des altérations de contact les plus étudiées implique la E-cadhérine,
molécule responsable de l'interaction cellule-cellule et qui est exprimée de maniere
ubiquitaire sur les cellules endothéliales (Aplin AE et al, 1998). Le couplage des
cellules par des ponts de E-cadhérine inhibe leur prolifération et transmet ce signal
via la B-caténine vers des circuits intracellulaires impliquant les facteurs de
transcription Lef/Tef (Christofori G et al., 1999). La fonction E-cadhérine est inhibée
dans la majorité des cancers épithéliaux par des mécanismes impliquant des
mutations dans les genes de la E-cadhérine et de la B-caténine, une répression

transcriptionnelle ou encore la protéolyse du domaine extracellulaire de la cadhérine.

La sur-expression de E-cadhérine dans des cellules en culture ou dans des
modeéles de souris transgéniques inhibe le phénotype métastatique et invasif des

cellules tumorales (Christofori G et al., 1999).

La E-cadhérine semble essentielle a la suppression active du caractere invasif et
métastatique des cellules tumorales épithéliales alors que son élimination est un point

fondamental de cette évolution métastatique.

ii. Altérations des fonctions de contact : CAM

La modification de lexpression des molécules d’adhésion (CAM) de la
superfamille des immunoglobulines participe également au développement

métastatique (Johnson JP, 1991). Ainsi, la molécule N-CAM suit un mécanisme de
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réversion transformant cette molécule trés adhésive en isoforme faiblement adhésive
(voire méme répulsive). Cette isoforme est retrouvée dans les tumeurs de Wilm, les

neuroblastomes et le cancer du poumon a petites cellules (Kaiser U et al., 1996).

iii. Altérations des fonctions de contact : intégrines

Un autre groupe de molécules impliquées dans la capacité métastatique des
cellules tumorales est celui des intégrines (Aplin AE et al, 1998). Afin de pouvoir
coloniser avec succes les sites locaux et distants, les cellules tumorales migrantes
s’adaptent a leur environnement en modifiant le spectre des intégrines a et B
présentées a leur surface. Ces néo-permutations créent de nouveaux sous-types
d’intégrines adaptés au micro-environnement. Les cellules de carcinome transforment
leurs intégrines, normalement adaptées a la matrice extracellulaire des cellules

épithéliales normales, en intégrines (a361 et aVB3) capables de fixer les composants du

stroma dégradés par des protéases (Lukashev ME et al., 1998).

iv. Présence de métallo-protéases

Enfin, la capacité des cellules tumorales a produire des métastases, peut
résulter de la présence de métallo-protéases extracellulaires associées a la surface
cellulaire, qui sont sur-exprimées et converties dans leur forme enzymatique active
(Stetler-Stevenson WG, 1999). L'amarrage des métallo-protéases a la surface des
cellules tumorales facilite I'invasion du stroma et le passage des parois vasculaires a
travers les couches épithéliales. Ces meétallo-protéases interviennent aussi dans
d’autres phénomenes angiogéniques de transmission de signaux de croissance

(Bergers G et al., 2000) qui contribuent aussi a amplifier le phénoméne métastatique.

L’activation des protéases extracellulaires et I'altération de molécules de surface

spécifiques jouent donc un role central dans la mise en place du développement
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métastatique (Stetler-Stevenson WG, 1999). Cependant, les circuits de régulation et
les mécanismes qui gouvernent ces changements semblent étre différents dun

environnement tumoral a un autre.

f. Echappement a I'apoptose

La capacité des cellules tumorales a se multiplier n'est pas uniquement
déterminée par leur taux de prolifération mais également par leur taux dusure
cellulaire (Pawelec G et al., 1999). L'apoptose représente un élément important dans
la génération de cette usure. Ce phénomene est présent dans tous les types cellulaires
et peut étre induit par un grand nombre de paramétres (endommagement de ’ADN,
activation d'un oncogene, insuffisance en facteurs de survie ou encore une situation
d’hypoxie) (Evan G et al, 1998). Une régulation de I'apoptose a également lieu au
niveau de la matrice cellulaire et/ou du contact cellule-cellule qui, lorsqu’ils sont
interrompus, induisent l'apoptose. La machinerie apoptotique fait intervenir deux

classes moléculaires, les cibles et les effecteurs (Pawelec G et al.,1999) :

+ les molécules cibles ou sentinelles, permettent la surveillance cellulaire. Elles
comportent par exemple des récepteurs de surface, comme le couple IGF1/IGF2
et IGF1/Récepteur ou également I'ILL-3 et son récepteur, qui se lient aux facteurs

de survie ou de mort cellulaire (Lotem J et al., 1996) ;

+ les molécules effectrices permettent d'induire la mort cellulaire par apoptose,
majoritairement par l'intermédiaire des couples de molécules Fas/Fas ligand et

TNFa/TNF-Recepteur-1 (Ashkenazi A et al., 1999).

Les membres de la famille Bcl-2 peuvent également avoir une activité pro-
apoptotique (Bcl-XS, Bax, Bak, Bid et Bik) ou anti-apoptotique (Bcl-2, Bel-XL, Bel-W

et Mcl-1) en modulant la mort mitochondriale et la libération de cytochrome C.

La protéine p53 est aussi inductrice d’apoptose en augmentant 'expression de

Bax par exemple (Pawelec G et al.,1999).
Enfin, une autre famille d’effecteurs de I'apoptose est constituée de protéases
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intracellulaires nommeées caspases, activables par la protéine Fas ou par le

cytochrome C (Thornberry NA et al., 1998).

Les premiers travaux montrant un role de l'apoptose dans le développement
tumoral remontent au début des années 1970. L’acquisition d'une résistance a
Iapoptose fait partie du phénotype de la majorité des cellules tumorales et peut étre la

conséquence de mécanismes différents (Pawelec G et al.,1999).

La découverte de 'oncogene bcl-2, sur-exprimé dans les lymphomes folliculaires,
est une des premieres études rapportant les propriétés anti-apoptotiques d’un
oncogéne (Vaux DL et al, 1988). Sa co-expression avec l'oncogéne myc induit la
formation de lymphomes B en augmentant la survie des lymphocytes (Strasser A et al.,
1990). De plus, il a été rapporté que I'apoptose induite par la protéine Fas pouvait étre

bloquée par la protéine Bcl-2 dans certains types cellulaires (Thome M et al., 1997).

L'expression d'un analogue du récepteur pour la molécule Fasl, dans une
grande proportion de cancers du poumon et du colon, permet également de

désensibiliser la tumeur a une apoptose médiée par Fas (Pitti RM et al., 1998).

La mutation de régulateurs pro-apoptotiques (géne p53 suppresseur de tumeur,
muté dans plus de 50% des tumeurs humaines) appartient aux mécanismes de
désensibilisation. Cette altération résulte dans l'inactivation de la protéine p53,

importante dans la surveillance des phénoménes pro-apoptotiques (Harris CC, 1996).

La sur-expression de FLIP (FADD-Like ILIB-converting enzyme [FLICEJ/
caspase 8-Inhibitory Protein), un inhibiteur de l'apoptose de la famille des ADED
(Anti-apoptotic Death Effector Domain), a d’abord été observée dans les mélanomes
(Harris CC, 1996). FLIP a également été mis en évidence dans les cellules humaines
ou il peut inhiber I'apoptose grace a son homologie structurale avec la pro-caspase 8.

La molécule FLIP bloque l'effet pro-apoptotique de Fas et des membres de la famille
du récepteur TNF (TNF-R1, TRAMP, TRAIL-R) (Thome M et al., 1997).

Enfin, les protéines de la famille IAP (Inhibitor of Apoptosis), inhibiteurs des
caspases 3, 7, 9, peuvent controler 'apoptose mitochondriale induite par la molécule

Fas (Deveraux QL et al, 1999). Par exemple, la survivine, surexprimée dans les
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tumeurs du poumon, du sein, du pancréas, de la prostate et du colon pourrait protéger

les tumeurs de 1'apoptose cellulaire (Ambrosini G et al., 1997).

g. L'instabilité génétique

Une tumeur n'est pas constituée dun seul clone cellulaire homogeéne.
L'hétérogénéité des cellules tumorales provient d'une multitude de clones cellulaires
créés par des mutations. La réplication génétique est généralement un procédé
hautement précis, mais des carcinogenes cytotoxiques peuvent causer une instabilité
génétique par altération de l'environnement cellulaire. Cette pression sélective par

altération, favorise 1'évolution rapide de clones cellulaires.

Dans un environnement sans molécule carcinogene, les cellules ne subissent
qu'un faible taux de mutations et les mutations qui ont lieu sont déléteéres. Cependant,
I'instabilité génétique peut étre avantageuse pour une cellule isolée dans un
environnement carcinogene hostile et instable. De nombreuses enzymes sont capables
de détecter et de réparer différentes sortes de dommages génétiques, et la perte de ces

fonctions réparatrices correspond a un type spécifique d'instabilité génétique

(Blagosklonny MV, 2001).

Le mécanisme exact de l'instabilité génétique est encore inconnu, mais le taux
auquel les mutations se produisent, suggere un phénotype clonal qui permet une

accumulation rapide des dommages génétiques.

Il. Rappel sur I'immunité antitumorale

L'étude de I''mmunité antitumorale a débuté historiquement au XIX® siecle par
le constat de William Coley, chirurgien du Memorial Hospital de New York, que les
malades atteints de cancer, développant parallelement une pathologie infectieuse,
présentaient des régressions de leur tumeur. Plus tard, la confirmation se fait par

injection d'extraits de bactéries a des souris qui entraine la nécrose hémorragique de
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leur tumeur : les défenses immunitaires de l'organisme sont stimulées et limitent la

prolifération cancéreuse.

L'induction d'une réponse immunitaire débute toujours par la reconnaissance
d'un élément étranger ; il a été mis en évidence que la cellule tumorale pouvait étre

reconnue par le systéme immunitaire.

a. Reconnaissance de la cellule tumorale par le systéme immunitaire

L'immunosurveillance envers les cellules tumorales a été découverte, au départ
un peu « par hasard», notamment lors d'autopsies, par la mise en évidence de
tumeurs cliniquement silencieuses. Les observations de l'anatomopathologie sur des
régressions spontanées de tumeurs ont confirmé l'existence de cette
immunosurveillance. L'infiltration de certaines tumeurs par des cellules lymphoides

(Natural Killer : NK, et lymphocytes) apparait étre I'argument le plus probant.

Depuis, des antigenes tumoraux ont été mis en évidence par culture de cellules
issues de biopsie de tumeur primaire, en présence de lymphocytes périphériques du
méme sujet (Boon T et al., 1995). Les antigénes tumoraux sont alors reconnus par les
lymphocytes qui se différencient en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui peuvent
étre clonés. Les clones sont alors utilisés pour sélectionner des sous-populations de
cellules tumorales dont les génomes peuvent étre comparés. Ainsi, ont été identifiés
des génes codant pour des antigénes dits « de tumeur ». Ils codent des protéines qui
sont dégradées par la cellule et présentées a leur surface sous forme de peptide par
l'intermédiaire des molécules d'histocompatibilité de classe I (CMH-I). Un peptide est
dit antigénique s'll est reconnu comme élément du non-soi par l'organisme : des
lymphocytes T spécifiques de cet antigene peuvent alors étre mis en évidence. Il est dit
Immunogene si cette reconnaissance est suivie de la mise en place d'une réponse

immunitaire efficace.
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i. Les antigénes spécifiques de tumeur

Lorsque leur expression est partagée par différents types histologiques de

cancer, on les appelle les antigénes « publiques ».

Ils peuvent étre le produit de l'expression d'un gene normalement présent dans
le génome mais qui n'est pas censé étre exprimé dans les cellules adultes, c'est le cas
de la famille des génes MAGE (melanoma antigen), BAGE (bladder antigen), GAGE
(gastric antigen), RAGE (renal antigen) ou encore de l'alpha-foetoprotéine. Dans les
tissus normaux (sauf testicules et placenta), aucune expression des génes MAGE n'est
détectable. En revanche, dans 75 % des mélanomes on trouve au moins un des quatre
géne MAGE qui est largement exprimé. La protéine HER-2/neu est présente et sur-
exprimée dans 40 % de cancers du sein ou de l'ovaire, alors qu'elle n'est pas détectable
dans les tissus sains. Elle résulte de l'expression du proto-oncogene HER-2/neu qui est

présent dans les cellules normales mais amplifié dans les cellules tumorales.

Ces antigenes peuvent aussi résulter d'un défaut de glycosylation : on trouve, en
effet, dans les tumeurs du pancréas, de I'ovaire ou du sein, une glycosylation anormale
de la mucine MUC1 qui engendre des déterminants antigéniques nouveaux. Dans les
tumeurs mammaires, 80 % des cellules tumorales sur-expriment le gene MUCI. La
protéine MUC1 qui en résulte peut étre clivée, la partie soluble Ca 15.3 devient un
antigene et représente un marqueur tres utilisé dans le suivi des patientes atteintes

de cancer du sein.

Un peptide antigénique peut encore résulter d'une mutation ponctuelle donnant
naissance a une protéine anormale. Des oncogénes (ras) ou des génes suppresseurs
(p53) mutés peuvent se révéler a la fois oncogéniques et antigéniques. Pour exemple,
90 % des adénocarcinomes pancréatiques et 50 % des cancers du coélon présentent une
protéine p2lras, connue pour son antigénicité et qui résulte de la mutation du gene

ras.

Des protéines anormales (et antigéniques) peuvent encore résulter de
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I'intégration de genes viraux dans le génome de cellules tumorales. C'est le cas de
certains virus, comme le virus d'Epstein Barr, de 1'hépatite B ou encore des

papillomavirus qui sont eux-mémes inducteurs de cancers.

ii. Les antigénes associés aux tumeurs

Il s'agit du produit de genes de différenciation exprimés de maniere limitée dans
les tissus sains, mais sur-exprimés ou amplifiés dans les tissus cancéreux
correspondants. Par exemple, les protéines spécifiques des mélanocytes comme la
tyrosinase, la gp100, gp75 ou Melan-A/MART1. Ce peut étre également des protéines

ubiquitaires associées a un état prolifératif comme la télomérase.

L'antigéne prostatique (PSMA) et l'antigéne carcino-embryonnaire (ACE) sont

classés dans cette catégorie.

L'existence de lymphocyte T cytotoxiques spécifiques de tous ces antigénes de
tumeurs a été mise en évidence chez des patients atteints de cancer et notamment au

sein des populations de lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TIL).

Il est donc établi que les cellules tumorales peuvent étre reconnues par des
cellules effectrices du systéeme immunitaire. Aprés la reconnaissance, une réponse

Immunitaire est censée se mettre en place pour détruire les cellules tumorales.

b. Réponse immunitaire antitumorale censée se développer

i. Induction de la réponse immunitaire

Afin d'induire une réponse immunitaire contre les cellules tumorales, les
antigenes de tumeurs doivent étre présentés par les cellules présentatrices d'antigenes
(CPA) aux cellules effectrices. Les cellules dendritiques (CD), dites CPA

professionnelles, sont les CPA les plus efficaces pour engendrer des effecteurs
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cytotoxiques spécifiques des cellules tumorales. Elles présentent une certaine
hétérogénéité tant sur le plan de leur origine hématopoiétique que de leur état de

différenciation.

Les cellules dendritiques myéloides immatures sont disséminées dans la plupart
des tissus et possedent une aptitude particuliere, comme les macrophages, pour les
mécanismes d'endocytose et d'exocytose, elles jouent une role de sentinelle. In vivo, les
antigénes exogénes (lysats, fragments ou encore corps apoptotiques de cellules
tumorales) présents dans les tissus périphériques sont internalisés, s'en suit la
migration des cellules dendritiques jusqu'aux organes lymphoides secondaires, sous
l'influence de différents facteurs (production de chimiokines dans un contexte
inflammatoire). Ceci se produit lorsque 'immunité innée (cellules NK, macrophages)

n'est pas parvenue a détruire toutes les cellules anormales.

C'est dans le noeud lymphatique que se met en place la réponse cellulaire.
L'antigéne est présenté par les molécules de classe II (CMH-II) a la surface des
cellules dendritiques et est reconnu par des lymphocytes T CD4+ spécifiques de cet
antigéne ; il s'agit du premier signal (reconnaissance du peptide comme du non-soi).
S'il est accompagné de signaux dits de costimulation, les lymphocytes T seront alors
activés. Il faut noter que le niveau d'expression de ces signaux est corrélé a 1'état de

maturation des cellules dendritiques.

Les lymphocytes T, une fois activés, sécrétent des cytokines, notamment
l'interleukine-2 (IL-2) indispensables & leur multiplication. Ils favorisent aussi la
maturation des CPA par engagement du ligand CD40L sur le récepteur CD40. Si les
conditions et le contexte cytokinique sont optimaux pour la maturation, les cellules
dendritiques sont alors capables d'activer les lymphocytes T CD8+ naifs (Rodriguez A
et al, 1999). Elles sont les seules CPA a posséder cette capacité. Cette activation
permet d'engendrer une réponse cytotoxique protectrice. Une maturation optimale des
cellules dendritiques est obtenue lors de la présence de signaux de stress ou de
« danger » (Matzinger P, 2002). Des CPA non professionnelles ne peuvent maintenir
I'état d'activation des lymphocytes mémoires que si elles présentent a leur surface une

certaine densité seuil de molécules présentatrices de peptides.
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ii. Lyse des cellules tumorales

La phase effectrice d'une réponse immunitaire « idéale » est la lyse spécifique
des cellules tumorales par les lymphocytes T cytotoxiques apres leur activation. La
lyse se réalise par un mécanisme de cytotoxicité dépendante de la perforine et des
granzymes, ou par un mécanisme d'induction de l'apoptose par la fixation de la
lymphotoxine ou du ligand de Fas des lymphocytes T CD8+ sur les récepteur du TNF
(Tumor necrosis factor) ou Apol/Fas respectivement (Bary M et al., 2002).

Il apparait évident que ces mécanismes présentent quelques défaillances face
aux tumeurs sinon nous ne parlerions pas de cancer. Intéressons nous désormais a

I'échappement des tumeurs face au systéme immunitaire.

. Echappement des tumeurs a I'immunité

a. Une réponse immunitaire antitumorale souvent inefficace

Il est bien établi que les cellules tumorales sont reconnues spécifiquement par
des cellules effectrices du systéme immunitaire. Des TIL ont été isolés et cultivés a
partir de fragments tumoraux ou de noeuds lymphatiques et ont pu étre évalués sur
leur fonctionnalité. Leurs aptitudes a lyser les cellules tumorales in vitro d'une part,
et sécréter des cytokines de type Thl en réponse a la présentation d'antigenes
spécifiques d'autre part, ont été ainsi confirmées. Pour que les cellules effectrices
soient efficaces dans leur fonction lytique, il faut que le contact entre la cellule a lyser
(qui présente l'antigéne) et la cellule effectrice qui posséde le récepteur T spécifique de
cet antigéne (TCR, T Cell Receptor) soit stabilisé par des molécules d'adhérence
complémentaires, exposées a la surface des deux types cellulaires (Fig 2).

Malgré leur présence, ces effecteurs sont souvent inefficaces in vivo : la tumeur
continue de se développer et différents organes peuvent étre envahis de métastases.

Sont mis en cause des défauts de reconnaissance de la cellule tumorale ou
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encore d'activation des cellules effectrices spécifiques. Les mécanismes moléculaires a
l'origine de ces défaillances sont nombreux. Notons que les cellules tumorales sont
initialement des cellules du soi, et bien qu'anormales, elles sont tres faiblement

inductrices de réponse immunitaire.

Lymphocyte T

CD4 ou CD8
CMH TCR
Peptide £H5
):f LFAl
Adhérence K ‘CD2
H \ vLA4
\

Figure 2 : Reconnaissance spécifique et activation du LT par une CPA.
(Catros-Quemener V et al., 2003)

b. Induction d'une tolérance a I'égard des cellules tumorales

Chez certains patients atteints de mélanome métastatique, on peut trouver un
important pourcentage de lymphocytes T CD8+ dans le tissu tumoral dont I'état
fonctionnel peut étre caractérisé. Ainsi, on pourrait considérer que la réponse
immunitaire est efficace en 1'absence de progression de la maladie. Cependant, pour
d'autres patients, malgré la présence de T CD8+ dans la tumeur, les métastases
progressent, alors que ces lymphocytes maintenus en culture dans les bonnes

conditions s'averent cytotoxiques a 1'égard des mémes cellules tumorales. Ce qui laisse
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suggérer que c'est souvent l'environnement qui est responsable de l'inefficacité de la
réponse immunitaire. On note que chez ces derniers patients, les lymphocytes sont
souvent localisés en périphérie de la tumeur, alors que dans les mélanomes de

meilleur pronostic, les lymphocytes sont réellement infiltrants.

On peut admettre 1'hypothese de l'existence de mécanismes de tolérance a
I'antigene qui aboutissent a I'anergie des lymphocytes spécifiques. Cette hypothese a
été émise suite a des observations expérimentales ; par exemple plusieurs variants
cellulaires ont été produits a partir de tumeurs murines (carcinome du célon
DHOK12). Certains de ces variants sont greffés a des rats syngéniques et provoquent
des tumeurs métastatiques tres agressives car peu immunogenes : ce sont les variants
progressifs PRO. D'autres variants trés immunogenes donnent au contraire, chez
I'animal, des tumeurs qui régressent spontanément : ce sont les variants régressifs
REG. Lorsqu'un animal est greffé avec des cellules PRO, un état de tolérance a la
tumeur s'installe. L'immunosuppression est telle chez ces animaux, qu'elle permet
méme la prise d'une greffe secondaire de cellules REG. A l'inverse, les rats immunisés
avec des cellules REG peuvent rejeter une greffe de certains variants PRO (Bonotte B
et al., 1998). De plus, on constate désormais que 1'état de tolérance induit par les
cellules tumorales peut étre relayé par une inaptitude des CPA dans leur fonction
activatrice des cellules effectrices. La différenciation des cellules dendritiques serait
bloquée a proximité des tumeurs mais aussi dans le sang périphérique des malades
(Almand B et al, 2001), or les cellules dendritiques immatures deviennent
tolérogenes. En 2003, Cuenca et al. ont démontré que l'induction d'une tolérance
immune résulte d'une transformation des antigénes, ainsi qu'une présentation des
antigénes spécifiques de tumeurs par les CPA, inappropriée ou insuffisante (Cuenca

et al., 2003).

c. Les mécanismes d'échappement de la cellule tumorale

Malgré I'antigénicité avérée des tumeurs, elles continuent leur croissance en

échappant au contréle du systeme immunitaire. De multiples mécanismes sont mis en
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jeu dans cet échappement.

i. La faible immunogénicité de la cellule tumorale

Cela participe au défaut d'induction de la réponse immunitaire ou de son
maintien. En effet, le nombre de peptides exprimés a sa surface n'atteint pas le seuil
de densité suffisant pour une reconnaissance efficace par le TCR. Ceci est d a une
expression déficiente des molécules du CMH dans la cellule tumorale. Cette faible
Immunogénicité peut également provenir de I'absence de molécules de costimulation a
leur surface. Les tumeurs solides expriment peu ou pas les molécules de costimulation
de la famille B7 : les lymphocytes spécifiques, en l'absence du second signal,

deviennent anergiques (Pardoll DM, 1998).

De plus la cellule tumorale n'induit pas de réaction inflammatoire ni de signaux
de «danger» qui jouent un role trés important dans l'activation des cellules
dendritiques (Matzinger P, 2002). Il en résulte que les antigénes tumoraux présentés
sont assimilés a des peptides du soi. On observe alors une tolérance a l'encontre des
cellules néoplasiques, qui ne sont pas détruites par les lymphocytes T devenus

anergiques.

ii. La sécrétion locale de facteurs suppresseurs

Elle s'oppose a ce que les lymphocytes spécifiques mettent en place une réponse
efficace. En effet, des cytokines inhibitrices peuvent étre produites localement par les
cellules tumorales (TGFB, IL-10 ou PGE-2) mais aussi par le stroma tumoral. Cet
environnement favorise alors la transformation des lymphocytes T en Th2 sécréteurs
de cytokines anti-inflammatoires ou en lymphocytes a fonction régulatrice (Th3)

(Chouaib S et al., 1997).
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iii. La présentation des antigénes par les cellules tumorales peut étre déficiente

La reconnaissance des antigenes par les lymphocytes spécifiques se fait si
I'antigéne est présenté a la surface par les molécules du CMH-I. Cette présentation
résulte d'un processus d'adressage intracellulaire commun a toutes les cellules de
I'organisme. Rappelons que les CMH-I présentent les peptides issus de la dégradation
de protéines endogeénes résultats de l'expression du génome de la cellule. Du fait de
leurs anomalies génétiques et métaboliques, les cellules tumorales engendrent des
protéines anormales. L'adressage intracellulaire comprend de multiples étapes, mais
dans la cellule tumorale, des anomalies peuvent survenir a toutes les étapes de cet
adressage. Des mutations portant sur les genes du CMH-I, des transporteurs ou
encore des altérations de sous-unités du protéasome ont été rapportées et peuvent étre

responsables d'un défaut de présentation des antigenes tumoraux.

iv. Les molécules d'adhérences aux lymphocytes peuvent faire défaut chez la
cellule tumorale (LFA-3 ou ICAM-1).

La cellule tumorale peut également exprimer des molécules anti-adhérentes

telles que les mucines ; elle échappe ainsi aux contacts avec les cellules compétentes.

v. Une adaptation aux défenses immunitaires

Elle a été mise en évidence en 2000 ; en effet, 1l existe des cellules résistantes a
la lyse qui sont progressivement sélectionnées dans les populations tumorales (Bodey
B et al., 2000). Pour exemple, elles peuvent sur-exprimer, comme nous l'avons déja

évoqué, bcl-2, un gene anti-apoptotique.

Ainsi, par de nombreux mécanismes complexes, les tumeurs parviennent a
échapper au controle du systeme immunitaire. Néanmoins, il en résulte globalement
une importante immunosuppression et un environnement en faveur de la croissance

tumorale et allant a l'encontre des défenses de l'organisme. Ces mécanismes
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d'échappement représentent alors les cibles de I'i'mmunothérapie.

IV. Principe de I'immunothérapie

Les caractéristiques immunosuppressives et faiblement immunogénes de la
majorité des tumeurs humaines, ont poussé la communauté scientifique a évaluer des
stratégies visant a induire ou a augmenter la réponse immunitaire antitumorale. Le
concept de base est donc d'amplifier qualitativement et quantitativement les

effecteurs de la réponse immunitaire antitumorale.

Deux concepts ont été explorés : la stimulation d'une réponse immunitaire
dirigée contre un antigéne tumoral spécifique (immunothérapie spécifique) et la
stimulation d'une réponse immunitaire antitumorale indépendante de l'antigene

(immunothérapie non spécifique).

a. Immunothérapie passive

Il s'agit d'un apport direct d'effecteurs cytotoxiques. L'équipe de Rosenberg
obtenait en 1984 une réduction du nombre et de la taille des métastases dans
plusieurs modeles de tumeur murine par des injections de lymphocytes activés,
l'efficacité de ces cellules étant potentialisée par des injections d'IL-2 (Mulé JJ et al.,

1984).

Plusieurs équipes ayant confirmé des résultats observés sur des tumeurs
murines, des essais cliniques ont été entrepris dans le traitement du cancer du rein et
du mélanome. Les résultats obtenus avec des lymphocytes T CD8+, amplifiés a partir
de pieces opératoires, se sont révélés insatisfaisants car la fréquence des lymphocytes
T spécifiques des cellules tumorales demeure tres variable d'un patient a un autre.
Cependant des essais cliniques menés malgré les imperfections des protocoles ont
donné des réponses completes. Un essai francais montre une augmentation
significative de la survie sans rechute des patients traités par des lymphocytes activés

par rapport au groupe témoin (Dreno B et al., 2002).
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b. Immunothérapie active

On peut différencier I'immunothérapie active spécifique et non spécifique.

L'immunothérapie active non spécifique fondée sur la stimulation globale du
systeme immunitaire chez des patients atteints de cancer a fait ses preuves, le
traitement des tumeurs non invasives de la vessie reposant sur l'injection

intralésionnelle de BCG.

L'immunothérapie active spécifique repose sur la production in vivo de cellules

effectrices capables de lyser les cellules tumorales.

Nous nous intéresserons uniquement a l'immunothérapie faisant intervenir la

vectorisation par des virus.
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C. Stratégies et outils

Les stratégies de I'immunothérapie ont pour objectif de rétablir une réponse
Immunitaire antitumorale efficace. Cela englobe donc toutes les stratégies qui
parviennent a une reconnaissance de la cellule tumorale en tant que telle, afin que
I'environnement soit optimal pour induire une réponse effective, et que la cellule

tumorale soit lysée.

. Stratégies de I'immunothérapie dans la lutte antitumorale

a. Induction d'une réponse immunitaire spécifique

La majorité des stratégies d'immunothérapie spécifique anticancéreuse est
fondée sur l'expression d'antigénes spécifiques de tumeurs (TAAs : tumor-associated
antigens). Ces antigénes incluent les produits de génes mutés, des antigénes
spécifiques de tissu sur-exprimés, et des protéines exogénes virales (Barth Jr RJ et al,
1990 ; Van den Eynde BJ et al., 1997). Ces antigénes associés aux tumeurs peuvent
étre rendus plus immunogenes qu'ils ne le sont in vivo et ainsi induire de facgon

efficace une immunité dirigée contre eux.

Le protagoniste clef de ces stratégies est la cellule dendritique, cellule
présentatrice d'antigenes professionnelle entiérement équipée pour activer les

lymphocytes T naifs (Banchereau J et al., 1998 ; Banchereau J et al., 2000).

Nous étudierons les différentes utilisations des vecteurs viraux dans l'induction
d'une réponse immunitaire contre ces TAA : transduction in vitro de cellules

dendritiques et injection directe in vivo de vecteurs viraux porteurs de genes codant

ces TAA.
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i. Transduction ex vivo de cellules dendritiques et immunothérapie
anticancéreuse

La modification ex vivo des cellules dendritiques (CD) pour induire une réponse
Immunitaire est considérée comme une approche trés prometteuse pour
I'i'mmunothérapie antitumorale. Cette méthode consiste a prélever les CD ou leurs
précurseurs du patient et les mettre en culture afin de procéder aux étapes de
différenciation, de maturation et de chargement par 'antigene. Ces CD modifiées sont

ensuite réinjectées au patient.

La modification génétique des CD par transfert de genes codant des antigénes
spécifiques de tumeur présente l'avantage de permettre a des protéines hétérologues,
exprimées par l'introduction de genes, d'étre considérées comme des protéines
endogénes, et ainsi d'étre prises en charge par les molécules du CMH de classe I (Yang
et al., 1995 ; Mack et al., 1997) et d'étre présentées aux lymphocytes T. Rappelons que
les protéines extracellulaires sont présentées par les molécules du CMH de classe II
qui s'associent au Lymphocytes T auxiliaires (LTa, CD4+), et les protéines
intracellulaires sont présentées par les molécules du CMH de classe I qui s'associent

aux Lymphocytes T cytotoxiques (LTc, CD8+).

La présentation de TAA aux lymphocytes T naifs par les CD, modifiées
génétiquement par les vecteurs viraux, permet idéalement d'induire une réponse

Immunitaire cytotoxique contre les cellules portant ces TAA.

Le fait de faire exprimer aux CD des antigenes spécifiques de tumeur ex vivo,
permet d'assurer une bonne présentation de l'antigene et de s'affranchir des soucis
d'adhésion et d'interaction avec la cellule tumorale pour induire une réponse. Cela

permet d'éviter 1'induction d'une tolérance a I'égard des cellules tumorales.

ii. Transduction directe in vivo et immunothérapie anticancéreuse

Elle consiste en l'injection directe de vecteur viraux codant pour un antigene
spécifique de tumeur donné, qui en infectant les cellules, fera exprimer cet antigeéne,

dans le but d'induire une réponse immunitaire spécifique efficace. L'administration
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systémique de vecteurs viraux dans l'immunothérapie antitumorale n'est qu'a ses
débuts et est entravée par quelques difficultés, notamment la reconnaissance du tissu

tumoral.

b. Induction d'une modulation de la réponse immunitaire

Cette stratégie consiste a augmenter l'efficacité de la réponse immunitaire
antitumorale induite en apportant in situ des molécules immunostimulatrices comme
les cytokines ou les molécules de co-stimulation. Il peut également s'agir de

transduction ex vivo de lymphocytes B, ou de cellules tumorales.

c. Immunothérapie combinée a la virothérapie et thérapie monoclonale

i. Virothérapie oncolytique en association avec Il'utilisation de vecteurs
viraux

Dans ce cadre, les vecteurs viraux utilisés sont des virus oncolytiques qui ont la

capacité de se répliquer.

ii. Vecteurs viraux et thérapie monoclonale

Il s'agit d'utiliser les vecteurs viraux afin d'apporter des anticorps monoclonaux
dirigés contre des antigenes de tumeur. L'avantage est que les anticorps sont produits
a l'intérieur de l'organisme atteint et évite d'avoir a injecter des anticorps en quantité

massive comme dans les thérapeutiques monoclonales initiales.
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II. Outils utilisés

a. Molécules utilisées

i. TAA ou antigénes tumoraux

Nous appellerons TAA l'ensemble des antigénes associés aux tumeurs ; ils
incluent des molécules comme le CEA (antigéne carcinoembryonnaire) (Goldenberg
DM et al, 1976), HER-2/neu (Baxevanis CN et al, 2004), et I'antigéne spécifique de la
prostate (PSA) (Horig H et al., 2002) ainsi que les molécules de la famille MAGE et

bien d'autres.

ii. Les cytokines

Elles ont un role important dans l'inflammation et la réponse immunitaire, et
plus récemment, il a été montré qu'elles augmentent la réponse immunitaire
antitumorale, induisent l'apoptose et diminuent l'angiogénese. Les thérapies récentes

contre le cancer cherchent a utiliser ces nouvelles propriétés (Dranoff G, 2004).

iii. Molécules de costimulation

Elle sont indispensables pour induire une réponse immunitaire spécifique ; elle
interviennent dans le second signal nécessaire pour l'activation les lymphocytes T par

les cellules dendritiques par exemple.
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iv. Anticorps

L'utilisation d'anticorps monoclonaux vise a empécher la prolifération cellulaire
en bloquant l'activité de récepteurs codés par des oncogénes. Par exemple, le
trastuzumab (Herceptin®) est un anticorps monoclonal recombinant anti-HER2/neu
(récepteur d'un facteur de prolifération cellulaire), structure moléculaire présente a la
surface des cellules tumorales d'adénocarcinome mammaire (chez environ 30% des
patientes). La liaison inhibe alors la transduction du signal, bloquant ainsi la

croissance cellulaire et réduisant le potentiel malin de la tumeur (Tan AR et al., 2002).

b. Vecteurs viraux utilisés

Un vecteur viral est un virus modifié pour transporter un gene thérapeutique
au sein de cellules (Fig 3). Son utilisation repose sur le constat d'efficacité a transférer
son génome dans les cellules cibles (humaines ou animales). La production d'un
vecteur viral consiste en l'utilisation de virus modifiés génétiquement, dits sécurisés.
Les séquences du virus qui codent des protéines liées a un comportement pathogene
du virus sont supprimées, seules sont conservées les séquences permettant la
construction de la particule virale et le cycle d'infection. Le génome est reconstruit
pour porter le géne thérapeutique. Si des protéines virales viennent a manquer lors de
la production de la particule virale thérapeutique, elles seront fournies par des cellules

dites d'encapsidation ou productrices lors de la phase de production des vecteurs.

Certains virus permettent une expression durable du geéne transféré, alors que
d'autres ont la capacité de se développer dans les cellules en division ou non. A chaque
stratégie de traitement doivent correspondre les fonctionnalités du virus utilisé en

tant que vecteur.

Ces vecteurs peuvent étre divisés en deux groupes : ceux qui ont été rendus non
réplicatifs et ceux qui sont réplicatifs. Les virus non réplicatifs sont utilisés en tant
que vecteurs uniquement, alors que les virus réplicatifs sont utilisés pour leur activité
oncolytique. De plus, on peut diviser les vecteurs viraux selon qu'ils sont intégratifs ou

non, c'est a dire s'ils integrent ou non leur génome dans celui de la cellule hote.
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Figure 3 Les vecteurs viraux, des transporteurs de géne dans la cellule, exemple des_
adénovirus

(Vini G Khurana and Fredric B Meyer, 2003)

L'immunothérapie anticancéreuse utilise généralement des vecteurs viraux non
réplicatifs dérivés des rétrovirus, adénovirus, virus associés aux adénovirus (AAV),
virus de la forét de Semliki (SFV) et des virus herpes simplex (HSV). L'utilisation de
vecteurs réplicatifs en immunothérapie anticancéreuse s'associe a la virothérapie

oncolytique.

Chaque vecteur viral a ses caractéristiques qui orientent son utilisation vers
une stratégie donnée, pour laquelle il sera plus approprié. Par exemple, les vecteurs
dérivés du SFV permettent une expression du transgene assez fugace mais élevée et
peuvent ainsi étre utilisés pour induire une réponse immunitaire spécifique, alors que

I'efficacité du transfert de génes codant pour des molécules immunostimulatrices doit
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étre assurée par une assez longue période d'expression afin de permettre 1'éducation
du systeme immunitaire pour cibler la cellule tumorale. Les vecteurs appropriés pour
cette stratégie sont dérivés des HSV, AAV, et adénovirus. En revanche, la transduction
de cellules dendritiques ex vivo nécessite le maintien de l'expression d'une durée
suffisante pour leur permettre d'assurer une vaccination efficace en exprimant elles-
mémes l'antigene tumoral : cette stratégie utilise généralement des vecteurs dérivés
des rétrovirus, lentivirus et AAV, qui peuvent infecter facilement les cellules en

division et s'intégrer dans le génome de la cellule hote (CD, ici).

Conclusion de Ila premiére partie @ aprés avoir rappelé quelques mécanismes
fondamentaux sur l'oncogénése et 1'échappement des cellules tumorales 4 1'mmunité,
nous pouvons désormais aborder de fagon plus détaillée l'utilisation des vecteurs
viraux dans les différentes stratégies d'immunothérapie antitumorale, énoncées
précédemment. Nous étudierons quelques exemples pour chaque stratégie afin d'en

illustrer le propos.
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Deuxiéme partie :

Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale : induction
d'une réponse immunitaire antitumorale efficace

A. Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale :
induction d'une réponse immunitaire spécifique

Comme nous l'avons vu, les antigenes tumoraux portés par la cellule tumorale
ne sont en principe pas ou peu immunogenes. L'intérét d'une vaccination antitumorale
repose donc sur le principe que cet antigéne peut étre rendu plus immunogéne et/ou
administré dans des préparations vaccinales renforcant son efficacité (Nestle FO et al.,
1998). Des données pré-cliniques obtenues avec ce type d'approche ont conduit a la

mise en place d'essais cliniques pour certaines de ces préparations antigéniques (PSA,

MART-1, gp100, CEA et MAGE) (Gilboa E, 1998).

L'induction d'une réponse immunitaire spécifique, via des vecteurs viraux,
repose sur la manipulation génétique de cellules dendritiques ex vivo, de maniere plus
anecdotique, sur la transduction de lymphocytes T ex vivo, ou sur l'injection directe in

vivo des vecteurs viraux.

. Transduction de cellules dendritiques ex vivo : applications

a. Stratégie

Une réponse immunitaire antitumorale efficace peut étre induite in vivo et in

vitro par des cellules dendritiques (CD) ayant été modifiées génétiquement.

La manipulation génétique ex vivo de CD pour induire une réponse immunitaire
est considérée comme une approche tres prometteuse de Il'immunothérapie
antitumorale. La facilité a les mettre en culture et les différencier ex vivo a permais le

développement de cette stratégie.
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L'approche vaccinale la plus étudiée utilisant des CD est leur modification
génétique afin qu'elles expriment des TAA (tumor-associated antigen) pour induire ou
augmenter une réponse immunitaire chez le patient. Rappelons que les CD sont des
CPA (cellule présentatrice d'antigéne) pourvues de la capacité unique d'induire

l'activation primaire des lymphocytes T (Banchereau et al., 2000).

L'intérét majeur de cette stratégie est qu'elle permet de traiter des patients avec
des cellules autologues modifiées génétiquement in vitro et d'induire une immunité
spécifique contre les tumeurs en s'affranchissant des obstacles, dus a la faible

immunogénicité des cellules tumorales, rencontrés naturellement.

b. Exemple : utilisation d'un adenovirus vecteur du géne ErbB-2/neu
(Chen Y et al., 2001)

i. Adénovirus : présentation, avantages et inconvénients de leur utilisation en
tant que vecteur

e Présentation

Les adénovirus humains sont constitués de 51 sérotypes différents, classés en six espéces (A
a F selon le Septieme rapport du Comité International de taxonomie virale).

Les adénovirus sont des virus icosaédriques d’environ 80 nm de diameétre. IIs sont constitués
d’une capside formée de 240 hexons et de 12 pentons (Fig 4).

Le génome viral est composé d'une molécule linéaire d’ADN double brin de 36
kb, présentant a ses extrémités deux séquences répétées, les ITR (Inverted Terminal
Repeats). Ces séquences contiennent une origine de réplication et sont ainsi
nécessaires a la réplication virale. Le génome de I'adénovirus de type 5, dont dérive la
majorité des vecteurs, a été entiérement séquencé (Chroboczek J et al, 1992). UADN
viral est organisé en unités de transcription précoce (Early: E1, E2, E3, E4),
intermédiaires (IX et IVa2), et tardives (Late: L1, L2, L3, L4, L5). Les génes précoces
codent essentiellement des protéines régulatrices et liées a la réplication, alors que les

génes tardifs correspondent aux protéines structurales (Fig 5).
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Figure 4 : Structure du virion d'adénovirus C (adénovirus 2 ou 5,

(Molinier-Frenkel V et al., 2003)

Photographie en microscopie électronique (cliché de P. Boulanger et G. Torpier, Lille)
et schémas représentatifs de la particule virale (schéma réalisé par les auteurs, VMF
et PB, et modifié d'aprés une maquette du site Quantum) et des principaux éléments
structuraux de la capside et du nucléoide interne (schémas réalisés par VMEF).
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Figure 5 : Structure du génome de l'adénovirus 2

(A) Génome de I'Ad2 sauvage, avec ses régions précoces (E1 a E4), tardives (L1 a L5)
et intermédiaires (IX, IVa2), ainsi que les deux régions transcrites en deux ARN de
petite taille (viral associated RNA ou VA-RNA 1 et 2). Les fléches indiquent Ia
direction de la transcription. MLP : promoteur tardif majeur.

(B) Structure schématique du génome d'un vecteur adénoviral de premiére génération.
La région FE1 est remplacée par un transgéne thérapeutique gouverné par un
promoteur fort (souvent le promoteur du géne IE du cytomégalovirus). La région E3
est également fréquemment délétée afin d'augmenter l'espace disponible pour la
cassette d'expression du transgene. En l'absence de F1A, l'activation des autres
promoteurs n'a pas lieu et 'expression des autres génes viraux est trés diminuée (les
croix rouges indiquent I'absence de transcription), ce qui rend le vecteur défectif dans
sa réplication.

(Wold et al., 1999)

Le cycle infectieux des adénovirus peut étre divisé en deux phases. Cette
réplication nécessite l'utilisation d'enzymes et de molécules de la cellule hote,
notamment I'ARN polymérase II. La premiere étape, comprend l'entrée du virus dans
la cellule, le passage du génome au sein du noyau de la cellule infectée et 1'expression
des genes précoces pendant la phase précoce. La réplication de 'ADN du virus est
suivie par l'expression des génes tardifs. Pendant cette phase tardive se produit

I'assemblage des structures protéiques virales dans le noyau et la maturation des
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particules infectieuses (Russell WC, 2000). Les produits des génes précoces jouent un
role important dans la transcription, dans la réplication et dans les interactions avec
la machinerie cellulaire. Le géene E1A est le premier a étre exprimé apres l'infection
virale et est un activateur transcriptionnel trés important pour la suite de la
transcription virale. E1A interagit avec la protéine du rétinoblastone (pRB), et
beaucoup d'autres protéines cellulaires, induit l'entrée de la cellule dans le cycle
cellulaire, pour promouvoir la réplication virale, mais E1A active aussi les voies de

I'apoptose (Flinterman M et al., 2003).

Le cycle lytique des adénovirus de groupe C (Ad2 et Ad5) est trés efficace et
résulte en la formation de 10 000 virions par cellule infectée, avec un exces de
protéines et d'ADN wviral, qui ne sont pas incorporés dans les virions. Chaque cycle
dure entre 32 et 36 heures, dont 6 a 9 heures de phase précoce. Le cycle de réplication
adénoviral ne requiert aucune intégration du génome viral dans le génome de la

cellule héte et aucun mécanisme d'intégration n'a été identifié pour I'adénovirus.

e Avantages et inconvénients de leur utilisation en tant que vecteur

Ces vecteurs sont caractérisés par un certain nombre de propriétés biologiques
qui en font des candidats attrayants pour le développement de vecteurs de thérapie
génique (Benihoud K et al., 1999). Les adénovirus des types 2 et 5 (Ad2 et Ad5 = espéce
C), d'ou sont dérivés la grande majorité des vecteurs de thérapie génique, sont
responsables, chez 'Homme, d’atteintes bénignes des voies aériennes supérieures
(Benihoud K et al, 1999). Leur pathogénicité est limitée, et n'est pas associée a
lactivation d’oncogenes. Des vaccins produits a partir d’adénovirus de type 4 et 7 ont
été, dans le passé, administrés chez lHomme a grande échelle sans qu’aucun effet

toxique majeur n’ait été rapporté (Randrianarison-Jewtoukoff V et al., 1995).
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Ainsi, les vecteurs adénoviraux pourraient représenter un systeme str et efficace

pour la vaccination ou le transfert de génes (Imler JL, 1995).

Les recombinants adénoviraux sont produits a des titres élevés (10 a 10'2

particules infectieuses/ml). Ils possédent un large spectre d'infection in vitro et in vivo

(Benihoud K et al., 1999).

Généralement, les particules virales ne sont pas inactivées par le systeme du
complément. Les vecteurs posseédent une grande capacité d'insertion d'information
génétique hétérologue jusqu'a 36 kb pour la troisiéme génération (Benihoud K et al.,
1999). 11 est & noter que le génome viral ne s'intégre pas dans le génome cellulaire, ce
qui diminue les risques d'induction de séquences oncogénes endogéenes, mais d'autre

part entraine une dilution des cellules transduites a moyen et long terme.

De plus, concernant leur utilisation in vivo, la toxicité importante a fortes doses
constitue la principale limitation a l'utilisation des vecteurs adénoviraux (Christ M et
al., 2000). La stimulation du systéme immunitaire de 1'héte conduit & un caractére
transitoire de l'expression du transgene. Les réadministrations ultérieures sont
inefficaces du fait d'une réponse humorale pré-existante qui induit la neutralisation
virale (Benihoud K et al., 1999). Par ailleurs des anticorps neutralisants dirigés contre
les sérotypes qui ont infecté des individus durant la petite enfance, limitent la

possibilité de traiter ces mémes individus avec des vecteurs dérivés de ces sérotypes

(Zhang WW, 1999).

De nombreuses études ont montré que la transduction de CD par un vecteur
adénoviral exprimant un antigéne de tumeur permettait un haut degré d'expression

du transgéne (Wan Y et al, 1997 ; Zhong L et al., 1999).

ii. Le géne de transfert ErbB-2/neu

ErbB-2/neu est un récepteur de la tyrosine kinase, appartenant a la famille des
récepteurs de facteurs de croissance. Méme si aucun ligand spécifique n'a été identifié,

son activation permet par homodimérisation et hétérodimérisation avec d'autres
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membres de la famille Erb, conduisant a la phosphorylation de la tyrosine-trans et la
transduction d'un signal mitogéne (Alroy I et al., 1997 ; Graus-Porta D et al., 1997). Ce
récepteur est amplifié et sur-exprimé dans 20 a 30% des cancers pulmonaires, tumeurs
de l'estomac et carcinomes mammaires. Des études sur des souris transgéniques ont
montré son role direct dans la mise en place de la malignité des tumeurs (Slamon DJ
et al, 1987 ; Guy CT et al, 1992). Les patients présentant des tumeurs avec
ErbB-2/neu activé ont présenté une évolution tres agressive avec un pronostic sombre

(Paterson MC et al., 1991 ; Andrulis IL et al., 1998).

ErbB-2/neu est apparu comme une cible potentielle dans le développement d'un
vaccin anticancéreux car des réponses immunes (anticorps et lymphocyte T) dirigées
contre ErbB-2/neu avaient été décrites chez des patients mais a des niveaux trop
faibles pour éviter 1'évolution tumorale (Disis ML et al, 1996 et Bei R et al., 1999). La
mise en place de réponse cellulaire cytotoxique induite par vaccination utilisant des

peptides a été décrite dans des modéles animaux (Nagat Y et al., 1997).

Nous appellerons désormais CD/AdNeurk- les cellules dendritiques transduites

pour le géne ErbB-2/neu par un vecteur adénoviral.

iii. Transduction des cellules dendritiques ex vivo

Les CD de la moelle osseuse sont préparées comme l'ont décrit Wan Y et al. en
1997. Les cellules de la moelle osseuse (erythrocytes-depleted) sont collectées puis

mises en culture dans un milieu de culture complet complémenté en GM-CSF et IL-4.

Au 2éme jour de culture, les cellules non adhérentes sont mélangées avec
précaution et du milieu de culture frais y est ajouté. Elles sont remises en culture pour

3 jours de plus.

Au 5eme jour, les cellules non adhérentes et agrégats sont collectés pour
analyses et immunisations. Un panel de marqueurs phénotypiques est utilisé pour
caractériser par cytométrie de flux les CD cultivées incluant : CMH-II, B7-2, CD40, et
CD11c.
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La transduction des CD par les vecteurs adénoviraux est réalisée au 4eéme jour.
Pour cette étude, les CD ont été transduites par AdNeurx (CD/AdNeurk.), AdmIl-12
(CD/AdmII-12), ou AdLacZ (CD/AdLacZ), mises en culture 24h.

Pour finir, les CD transduites sont purifiées au métrizamide puis lavées trois

fois au PBS (phosphate buffered saline).

iv. Résultats

e Rale protecteur des CD/AdNeurx-

Afin de déterminer si la réponse immunitaire provoquée par le vaccin que
représentent les CD/AdNeurk- est efficace contre les cellules tumorales exprimant
ErbB-2/meu, des souris ont été immunisées par voie sous cutanée (un groupe avec des
CD/AdNeurk- et 'autre avec des CD transduites pour le géne LacZ codant pour la 8-
galactosidase). Aprés 14 jours, des cellules NDL (lignée cellulaire tumorale générée
sur souris transgéniques surexprimant le géne ErbB-2/neu) sont inoculées a ces souris
(Fig 6).

Comme on peut le voir sur la figure 6, les animaux non immunisés (naive)
développent des tumeurs 20 jours apres l'inoculation alors que 60% des souris
immunisées par CD/AdNeurk- présentent une protection antitumorale pendant toute
la durée de l'expérimentation (90 jours). On observe que les souris immunisées avec
des CD portant LacZ présentent des tumeurs et que les souris immunisées avec
CD/AdNeurk- ont succombé a une inoculation d'autres lignées tumorales n'exprimant

pas ErbB-2/neu, ce qui prouve la spécificité de la réponse a ErbB-/neu.
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Figure 6 : Induction d'une immunité protectrice par immunisation avec CD/AdNeurx-

Les souris sont immunisées avec 1.10° CD/AdNeurx- ou CD/AdLacZ, puis regoivent
7.10° cellules NDL 14 jours aprés l''mmunisation. Les tumeurs sont mesurées tous les
5 jours pendant 90 jours.

(ChenY et al., 2001)

e Implication de cellules T CD4+ et CD8+ dans l'immunité préventive

antitumorale

L'importance des cellules CD4+ et CTL (Iymphocytes T cytotoxiques) dans
I''mmunité antitumorale a été établie dans de nombreuses études. Afin d'explorer
I'i'mportance des cellules T CD4+ et CD8+ dans la réponse immunitaire induite par ce
vaccin, des épreuves de déplétion sont menées : des anticorps anti-CD4+ et anti-CD8+

ont été injectés a des souris selon deux protocoles.

- a) protocole : des anticorps anti-CD4+ (GKI1.5) ou anti-CD8+ (53-6.72)
sont Injectés aux souris par vole Intra-péritonéale, 2 jours avant
I''mmunisation par les CD/AdNeurx, puis tous les 3 jours jusqu'a 14

jours, lorsque les souris sont prétes pour I'épreuve tumorale (injection de

58



cellules NDL).

2 Résultats : la réduction de chaque type de cellule T CD4+ ou CD8+ pendant la
mise en place de 'immunité suivant la vaccination (jours 1 & 14) annule toute
réponse immunitaire, ce qui montre l'importance des deux types cellulaires
dans l'initiation de la réponse immune, conformément a ce qui avait déja été

étudié (Wan Y et al, 1999 ; Yang S et al., 1999 ; Cao X et al., 1998) (Fig 7. a)

- b) protocole : les anticorps sont administrés 2 jours avant 1'épreuve
tumorale, puis tous les 3 jours jusqu'a ce que la plupart des souris

témoins (souris non immunisées) développent des tumeurs palpables.

> Résultats : seules les cellules T CD8+ sont requises pour rejeter les tumeurs.
Ces données confirment les études in vitro démontrant que les cellules T CD8+
sont nécessaires pour lyser directement les cellules exprimant l'antigéene
spécifique et que les CD4+ ont un roéle pré requis dans I'amorcage d'une réponse

cellulaire cytotoxique (Fig 7. b).
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Figure 7 : Déplétion in vivo de cellules T CD4+ et CD8+ au cours de I'immunisation de

souris avec CD/AdNeurxk- et épreuve tumorale.

(ChenY et al., 2001)

e Role thérapeutique des CD/AdNeurxk-

Afin d'évaluer comment supprimer par la vaccination des tumeurs sous-
cutanées établies, des souris porteuses de tumeurs sont traitées par une seule

injection de 1.10° CD/AdNeurx- ou CD/AdLacZ, 3 jours aprés limplantation des

tumeurs (Fig 8).
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Figure 8 - Suppression de tumeurs sous-cutanées préexistantes par administration de_
CD/AdNeurk-ou CD/AdNeurg/AdmlIlL-12

7.10° cellules tumorales NDL sont injectées aux souris a JO. Trois jours plus tard,
chaque groupe, composé de huit souris, est traité avec une seule injection de 1.10° CD/
AdNeurx, CD/AdNeurx/AdmlIL-12, ou CD/AdLacZ respectivement.

(Chen Y et al, 2001)

Les souris non immunisées ou immunisées avec CD/AdLacZ présentent de
grosses tumeurs 20 jours apres l'implantation et ont da étre tuées entre 30 et 40 jours
en raison d'un volume tumoral trop important. A contrario, les souris immunisées avec
CD/AdNeurk- présentent des tumeurs réduites jusqu'au 40eme jour et 30% des souris

traitées ne présentent aucune tumeur a la fin de l'expérimentation.

L'utilisation de CD transduites in vitro par un Adénovirus 5 pour le gene
ErbB-2/neu a mis en évidence une immunité protectrice et thérapeutique contre des
lignées cellulaires tumorales pulmonaires, surexprimant ErbB-2/neu. La co-
transduction de ces CD par un Ad5 codant pour IL-12 a accru cette réponse (Chen Y et

al., 2001) (Fig 8).

Cette étude soutient 'utilisation de vaccin fondé sur des CD transduites en tant

que stratégies thérapeutique et préventive. Elle permet la mise en place de réponses
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cellulaires CD4+ et CD8+ antitumorales. L'accent est mis sur la flexibilité du systeme
pour optimiser la réponse immune en combinant présentation de TAA et présence de
cytokines d'immunostimulation. Elle semble étre une approche prometteuse

d'immunothérapie antitumorale pour les cancers humains surexprimant ErbB-2/neu.

c. Autres applications

Ribas A et al. ont montré la mise en place d'une réponse immune a cellules T
contre un mélanome chez la souris en utilisant des CD transduites, pour le gene

MART-1 (=melan-1, antigene associé au mélanome), par un adénovirus (Ribas A et al.,

2000).

De nombreux groupes de recherche évaluent actuellement l'utilisation de
lentivirus dans la transduction de CD dans le cadre d'approches d'immunothérapie
antitumorale (Dyall J et al, 2001 ; Esslinger C et al., 2003 ; Lizee G et al., 2004). En
effet, les vecteurs lentiviraux sont peu immunogénes, et sont capables de transduire
un large éventail de types cellulaires différents. Metharom P et al. ont mis en évidence
I'induction d'une réponse CD4+ et CD8+ contre des mélanomes faisant intervenir un
vecteur lenviral, selon le méme modele que 1'étude précédente. Cette étude présente
I'utilisation de CD transduites ex vivo par un vecteur issu du VIH-1 afin d'exprimer le
transgéne mTRP-2 (murine tyrosinase-related protein 2) codant pour un antigéne
associé aux mélanomes (MAA). Une stratégie thérapeutique intéressante contre les
mélanomes est démontrée ici, d'autant plus que le stade de la maladie est précoce (

Metharom P et al., 2001)

Une autre étude utilisant un amplicon HSV codant le PSA (prostate-specific
antigen) humain pour transduire des CD ex vivo a permis l'immunisation de souris et
d'obtenir une réponse cytotoxique spécifiquement dirigée contre des lignées cellulaires

tumorales exprimant le PSA (Willis RA et al., 2001).

D'autres vecteurs viraux sont utilisés dans la manipulation génétique ex vivo

des CD, comme le SFV (virus de la Forét de Semliki) ou un virus influenza aviaire. Ce
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vecteur n'interfere pas avec la fonction de présentation d'antigene, peut étre controlé
par des antiviraux, ne présente pas d'infection persistante et ne s'intégre pas au
génome ; autant de propriétés qui en font un bon vecteur potentiel. En effet, un
vecteur influenza aviaire a permis l'expression efficace par les CD du TAA MAGE-3
(Strobel I et al., 2000). La transduction de CD par des vecteurs viraux afin de leur
faire présenter des TAA et d'induire une réponse immune efficace est une stratégie qui
fonctionne dans le domaine expérimental et qui ouvre par conséquent de nombreux

espoirs dans la lutte anticancéreuse.

Une autre approche ayant pour stratégie l'induction d' une réponse immunitaire

spécifique concerne la transduction de lymphocytes T par des vecteurs viraux.

Il. Transduction de lymphocytes T ex vivo

a. Stratégie

Ces vingt dernieres années, les progrés en immunothérapie ont permis le
développement de thérapies cellulaires pour le traitement de cancers (Rosenberg SA,
1999 ; Blattman JN et al, 2004). Certains patients atteints de mélanomes
métastatiques ont présenté une régression objective de leur maladie apres avoir regu
des TIL (Iymphocytes T infiltrant les tumeurs) autologues, mis en culture ex vivo et
clonés avant d'étre réadministrés aux patients (Rosenberg SA et al., 1986 ; Dudley ME
et al, 2005 ; Dudley ME et al., 2002). La limite de cette approche est la nécessité que le
patient ait, au préalable, des cellules dirigées contre la tumeur qui puissent étre
cultivées. De plus, chez de nombreux patients atteints de cancer, en particulier ceux
atteints de cancer autre qu'un mélanome, il est tres difficile d'identifier ces
lymphocytes réactifs. Afin de surmonter ces limites, une nouvelle approche
d'immunothérapie a été développée : modifier génétiquement les lymphocytes issus du

sang périphérique (PBLs - peripheral blood lymphocytes).

Les TAA sont reconnus par les TCR a la surface des lymphocytes T. Les TCR
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sont composés de chaines a et B (Krogsgaard M et al., 2005). Les génes codant pour les
TCR spécifiques de certains TAA ont été identifiés et clonés ; incluant les TCR
reconnaissant MART-1 et gpl100 (antigénes de mélanome), NY-ESO-1 (antigéne de
cancer du testicule présent dans de nombreux cancers) et un épitope de la molécule
p53, qui est exprimé a la surface de 50% des cancers d'origine épithéliales
(Schumacher TN, 2002 ; Sadelain M et al, 2003 ; Zhao Y et al., 2005 ; Morgan RA et
al., 2003 ; Hughes MS et al, 2005 ; Cohen CJ et al, 2005). Dans chaque cas, ces
antigenes sont reconnus par les TCR lorsqu'ils sont présentés en tant que peptide par
les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (HLA)-A2.

In vitro, de I'ARN transcrit a partir des quatre TCR reconnaissant les quatre
TAA a été électroporté dans des cellules PBL CD8+, qui ensuite ont été mises en
culture avec des cellules T2 (CPA modifiées qui ne peuvent pas présenter de peptide
endogénes a leur surface) présentant le peptide TAA correspondant. Les cellules
transfectées produisent une grande quantité d'IFNy lorsqu'elles elles sont en présence
de leur peptide respectif et sont capables de reconnaitre (HLA)-A2-associé aux
tumeurs, incluant le mélanome, le cancer du poumon et du sein (Fig 9).

La stratégie est donc de faire exprimer a des lymphocytes T des récepteurs
spécifiques de TAA, afin qu'ils déclenchent une réponse immune contre les cellules
porteuses de ces TAA. A l'inverse de l'utilisation de cellules dendritiques modifiées
pour qu'elles présentent l'antigéene tumoral aux cellules effectrices, il s'agit ici de
modifier directement les cellules effectrices pour qu'elles dirigent leur action contre les
cellules porteuses de ces antigenes. L'utilisation de vecteurs viraux est possible dans
ce cadre et a été étudiée. L'étude suivante emploie un vecteur retroviral pour

transduire les lymphocytes et leur faire exprimer les génes codant pour les TCR.
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Effector RNA

MART-1 gp100 NY-ESO-1 p53
Target GFP TCR TCR TCR TCR
medium 422 0 0 167 129
T2 146 432 219 168 2,513
Flu 235 537 236 247 4,047
MART-1 272 23,306 186 298 3,305
gp100 192 382 34,801 279 3,483
NY-ESO-1| 160 467 192 21,508 3,523
p53 108 453 101 273  >44,198

Figure 9- Sécrétion d'IFNy par des lvmphocyvtes humains transduits par de I'ARN.
codant pour la GFP (contréle), ou les TCR réagissant avec les TAA MART 1. gp100,

NY-ESO-1, p53

Les valeurs des IFNy sont exprimées en pg/ml.
(Morgan RA et al., 2006)

b. Exemple : utilisation d'un rétrovirus pour transduire des lymphocytes T
suceptibles d'induire une réponse contre un mélanome

(Dudley ME et al., 2002)

i. Oncorétrovirus et Lentivirus : présentation, avantages et inconvénients de
leur utilisation en tant que vecteur

e Retrovirus

Les oncorétrovirus couramment utilisés sont dérivés des oncorétrovirus murins
(MLV pour « Murine Leukemia Virus» (Seth P, 2005). Ce sont des particules
enveloppées contenant deux molécules identiques d’ARN monocaténaires linéaires de
polarité positive, accompagnées d'une transcriptase inverse, mais aussli d'une

intégrase et d'une protéase.

Le génome comprend, a ses extrémités, deux régions répétées, dénommées LTR (Long
Terminal Repeat) qui contiennent les séquences U3, R et U5. Ces régions contiennent
le site dinitiation de la transcription, les séquences nécessaires a l'intégration

chromosomique et une séquence «activatrice» contenue dans la région U3. Le génome
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rétroviral contient, en outre, quatre genes :

- le gene gag codant les protéines de capside, produites sous forme d’'un unique

précurseur clivé ensuite en 3 a 5 protéines (matrice, nucléocapside, capside) ;

- le géne pol codant les protéines a activité enzymatique (la transcriptase
inverse, une intégrase permettant l'intégration du provirus dans I'’ADN

cellulaire) ;

- le géne env codant une glycoprotéine d’enveloppe qui une fois clivée génere
une protéine de surface (SU) et une protéine transmembranaire (TM) ;
- le gene pro codant une protéase responsable du clivage des polyprotéines gag,

pol et env.

Apreés pénétration d’'un virion dans la cellule cible, TARN viral est rétro-
transcrit en ADN par I'action de la transcriptase inverse. Cette molécule ’ADN double
brin est alors intégrée, de facon aléatoire, dans le génome de la cellule hote et les
génes peuvent étre transcrits par l'utilisation de la machinerie cellulaire (Verma IM et

al. 2005) (Fig 10).

Adsorplion to specilic recepter

[ Progeny RNA
/ Assembly of

Translation
genamic ANA and
virion proteins
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Release by budding
& Arotaolwc maturation

Figure 10 : Cycle de réplication rétroviral (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

s
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Une particularité avantageuse des vecteurs rétroviraux est l'absence presque
complete de geénes viraux dans le génome transféré. L'expression est donc restreinte a
la protéine d'intérét, ce qui limite la réponse immunitaire développée contre les
cellules transduites et augmente ainsi leur persistance (Takeuchi Y et al, 2000).
L'intégration du génome viral dans le chromosome de 1'hote permet une expression
durable du transgene dans le temps. Cependant l'extinction des promoteurs LTR ou
internes par méthylation (Kuriyama S et al, 1998), par effets de cytokines comme
I'TFNy (Qin L et al., 1997) ou par un mécanisme de I'héte en cis (Laker C et al., 1998),
est quelque fois observée, limitant ainsi la persistance de l'expression. En outre,
l'intégration aléatoire dans le chromosome (au niveau des zones dites de préférence)
est accompagnée de l'insertion de promoteurs viraux qui potentiellement pourraient
entrainer l'activation ou la dérégulation de proto-oncogenes lors d'application in vivo
(Donahue RE et al, 1992). Un inconvénient important des vecteurs rétroviraux est la
faiblesse des titres obtenus lors de leur production (10°a 107 unités formant colonies
par ml), liée a la faible productivité des lignées de complémentation. Une limitation
majeure des rétrovirus (sauf les lentivirus) est liée a leur impossibilité d'infecter des
cellules post-mitotiques. En effet, Il'intégration ne peut se faire qu'apres
désorganisation de la membrane nucléaire survenant lors de la mitose (Roe T et al,

1993).

e Lentivirus

Les lentivirus posseédent un génome et un cycle de réplication beaucoup plus
complexe que les oncorétrovirus classiques (Buchschacher GL Jr et al., 2000). Le virus
de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est le lentivirus le plus étudié,
responsable du SIDA (« Syndrome dImmuno-Déficience Acquise »). Méme si la
structure organisationnelle du VIH-1 est identique a celle des oncorétrovirus, celui-ci
posseéde des génes accessoires supplémentaires dont les produits jouent un role crucial
dans le cycle de réplication (Trono D, 1996). Par exemple, les protéines Tat et Rev sont

essentielles pour une expression efficace des genes viraux. Tat active le promoteur
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LTR du VIH et permet la production ’ARN viral (Sodroski J et al, 1985). Rev
interagit avec une région de 'ARN viral appelée « Rev-responsive element » (rre) et
assure ainsi le transport de 'ARN viral du noyau cellulaire vers le cytoplasme

(Cochrane AW et al., 1990) (Fig 11).
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Figure 11 : Structure du génome et de la capside du VIH1

(Paul S et al., 2001)

L'utilisation des vecteurs lentiviraux pour des approches de thérapie génique
est surtout motivée par le fait que ces vecteurs peuvent infecter aussi bien des cellules

en division que quiescentes (Trono D, 2000).

ii. Le transgéne

Dans cet essai clinique de phase I, le transgene correspond aux genes codant
pour les chaines a et B du TCR anti-MART-1. Ces génes ont été clonés a partir de clone
de TIL obtenu chez un patient atteint de mélanome métastatique qui a présenté une

régression quasiment compléte aprés l'administration de TILs (Dudley ME et al,
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2002).

iii. Résultats

Un vecteur retroviral a été construit et optimisé pour exprimer les chaines a et B
du TCR anti MART-1 dans des lymphocytes T autologues de patients atteints de

cancer métastatique.

o Efficacité du transfert de géne

Cette efficacité est évaluée par le repérage de la protéine VB12 spécifique de ce
TCR. Elle est a hauteur de 30% des cellules CD8+ transduites. Environ 15% de ces
cellules transduites se lient au complexe HLA-A-MART-1 et sont biologiquement
actives c'est-a-dire qu'elles sécretent de grandes quantités d'IFNy lorsqu'elles sont

mises en culture avec des cellules présentant MART-1 et des cellules de mélanome.

o Efficacité in vivo de ces cellules T porteuses du TCR anti-MART1

Elle est évaluée en choisissant 17 patients atteints de mélanome métastatique
évolutif pour tester ce traitement. Pour tous, leur cancer était réfractaire au
traitement aux IL-2. Chaque culture cellulaire apres transduction a donné des cellules
T biologiquement actives, le transfert de gene ayant été efficace a hauteur de 42% en
moyenne. Les patients ont recu leur PBLs autologues transduits pour les genes codant

le TCR anti-MART-1 au moment ou la lymphopénie est maximale.

L'étude a divisé les patients en trois cohortes différentes selon le mode de
culture des lymphocytes. Trois patients appartenant a la premiere cohorte ont été
traités avec des cellules ayant cri pendant 19 jours et doublé leur population entre 8,7
et 11,9 jours. Pour ces patients, moins de 10% des cellules transduites ont persisté
jusque 30 jours apres la réinjection des LT, et moins de 2% de ces cellules ont persisté
au dela de 50 jours. Les patients de cette cohorte n'ont présenté aucun retard dans la

progression de la maladie.
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Dans le but d'administrer des LT modifiés, qui soient dans leur phase de
croissance, les conditions de culture ont été modifiées afin de limiter la période de
culture ex vivo entre 6 et 9 jours apres leur stimulation. Ainsi, les patients de la
cohorte 2 recoivent des cellules qui ont doublé leur population en 2 jours. Les patients
de la cohorte 3 ont recu des cellules en division obtenues selon un protocole de
croissance aprés 8 a 9 jours (cellule doublant leur population entre 0,9 et 3,3 jours).
Contrairement au peu de persistance des cellules chez les patients de la cohorte 1, les
patients des cohortes 2 et 3 présentent tous une persistance supérieure a 9% une

semaine et 4 semaines aprés le traitement (de 9 & 56%).

Les 8 patients ayant fourni des échantillons apres 50 jours, présentaient une
persistance de plus de 17%, et ce au dela de 90 jours pour 7 patients. Chez un patient,
60% de ses lymphocytes T circulant étaient porteurs du transgene. Des RT-PCR ont
été effectuées un mois apres le traitement chez 14 patients, mettant en évidence que
I'expression du transgene continuait. Pour 14 patients les quantités de cellules CD8+
portant VB12 ont augmenté une semaine apres le traitement ; et pour 11 patients, un
mois apres, leur quantité était plus élevée qu'avant le traitement. Sur 13 patients
examinés, tous présentent une augmentation des cellules porteuses de tétrameres se

fixant a MART-1.

Cependant, il existe une discordance entre la persistance moyenne des cellules
transduites & un mois pour les cohortes 2 et 3 (26%) et la quantité de cellules
exprimant VB12 (8,1%) et les cellules se fixant & MART-1 (0,8%). Cette discordance
peut étre due, en partie, a un défaut d'appariement entre les chaines du TCR
introduites avec les chaines endogénes ou attribuée aux différentes sensibilités des
essais. L'expression réduite du transgene dans les cellules persistantes au dela d' un
mois peut étre due a la diminution de la transcription du transgene rétroviral et le
déclin métabolique observé lors de la conversion des cellules en cellules mémoires.
Cette diminution d'expression du transgene pourrait avoir une incidence sur la

mesure des tétrameres qui repose sur l'agglutination de multiples récepteurs.

Ce qui parait le plus important est que deux patients ont montré une régression
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constante de leur mélanome métastatique. Le patient 4, un homme de 52 ans, avait
recu au préalable un traitement a 1'lFNa, une ablation d'un nceud lymphatique, un
vaccin expérimental, des doses massives d'IL-2. Le patient avait développé par la
suite, des masses, dune part sur le foie (masse de 4,4 sur 3,3cm) et sur un noeud
lymphatique axillaire d'autre part (1,3 sur 1,2cm). Aprés le traitement avec les LT
modifiés, le patient a connu une régression complete de la masse axillaire et une
réduction de 89% de la masse hépatique, qui a pu étre retirée chirurgicalement.

Depuis, 3ans aprés le traitement, il demeure cliniquement sain (Fig 12. A,B).

Le patient 14, un homme agé de 30 ans, avait recu un traitement consistant en
une exérese de nceud lymphatique, IFNa et de hautes dose d'TL-2. Il développe par la
suite, une masse de 4cm sur 2,5cm dans le hile pulmonaire. Apres le traitement aux

LT transduits, il présente une régression de la masse et reste sain 3 ans plus tard (Fig

12. C,D).

Ainsi, deux patients avec un mélanome métastatique évoluant rapidement ont
montré une régression compléte de la maladie apres modification génétique de leurs

propres lymphocytes T faisant intervenir des vecteurs viraux.

Des approches sont a 1'étude dans le but d'augmenter l'expression du transgene
et son wutilisation, incluant I'utilisation de vecteur lentiviral, l'utilisation de
promoteurs plus puissants spécifiques des cellules T, la production de titres viraux
plus importants. La modification des régions constantes des TCR pourrait prévenir le
défaut d'appariement rencontré dans cette étude (Cohen CJ, et al. 2006), ou encore la

modification génétique de cellules souches hématopoiétiques (Yang L et al., 2005).
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Figure 12 © Régression cancéreuse chez deux patients

A. Images métastase hépatique chez le patient 4 avant le traitement, 1mois et 10 mois
apreés le traitement.

B. Evolution des tailles des tumeurs axillaire et hépatique chez le patient 4. JO=début
du traitement.

C. Images du nceud lymphatique hilaire métastasé chez le patient 14 avant
traitement, J0, 2 mois et 12 mois apres traitement.

D. Evolution de la taille de la tumeur chez le patient 14.
(Morgan RA et al., 2006)

Ainsi cet essai clinique a démontré que chez des sujets humains souffrant de
cancer, il est possible de réinjecter des lymphocytes T autologues, transduits ex vivo
pour le géne condant un TCR anti-TAA, qui peuvent persister et exprimer le transgene
pendant un temps prolongé in vivo. De plus une régression durable de tumeurs

1mportantes a été observée.

Méme si la proportion de réponses (16%) est plus faible que celles causée par la

multiplication ex vivo de TILs autologues (50%), cette méthode demeure intéressante
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pour les patient n'ayant pas de TILs disponibles.

c. Autres applications

La construction de PBLs tels qu'ils expriment des TCR reconnaissant NY-ESO-1
ou l'antigéne p53 permet la reconnaissance in vitro de TAA exprimés par des cancers
courants et l'utilisation de ces cellules modifiées génétiquement méritent d'étre

évaluées pour le traitement de patients.

Une étude a mis en évidence la possibilité de cibler l'activité des macrophages
envers des cellules tumorales en faisant intervenir un vecteur poxviral (MVA :
Modified Vaccinia Ankara) recombinant codant pour un anticorps spécifique de tumeur

anti-MUC-1 (Paul S et al., 2000).

Ainsi, les vecteurs viraux sont largement a 1'étude en immunothérapie afin de
transduire ex vivo des cellules de I''mmunité ; de facon trés majoritaire, il s'agit de la
modification génétique de cellules dendritiques. Celles-ci sont réinjectées afin
d'induire une réponse immunitaire spécifique. Une autre stratégie consiste en

I'administration directe de vecteurs viraux, in vivo.

lll. Injection directe systémique de vecteurs pour induire une réponse
spécifique

a. Stratégie

Les vecteurs viraux ont la capacité a mimer une infection naturelle et ainsi
provoquent potentiellement un signal de danger, ce qui oriente la réponse immunitaire
vers une réponse a médiation cellulaire (Th1l) souhaitée. De plus, ils ont été présentés
comme de bons adjuvants, comme dans 1'étude de Geutskens SB et al. qui a démontré
I'activité adjuvante d'un vecteur adénoviral dans un modele murin de métastases
hépatiques d'un cancer colorectal (Geutskens SB et al., 2000). Ce qui en fait de bons

systemes pour délivrer des antigenes in situ. Dans ce contexte, il est nécessaire d'avoir
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une expression du gene courte mais importante pour une vaccination optimale.

Les vecteurs dérivés du SFV ont montré d'immenses promesses pour les
stratégies de vaccination dans différents modéles de cancer (Atkins GJ et al, 2004) ;
en effet, ils induisent une expression élevée du transgéne et 48-72 heures apres
I'expression du transgene, les cellules infectées meurent par apoptose. De plus, les
corps apoptotiques résultants sont riches en produits du transgene : ainsi ils
permettent une activation de la réponse immunitaire innée et adaptative. On peut
noter que I'homme n'a généralement pas d'anticorps neutralisants préexistants contre

ces virus.

Les vecteurs dérivés des adénovirus ont aussi montré un potentiel dans les
stratégies d'immunothérapie pour le traitement du cancer du col de l'utérus dans les
études animales. Une étude de Gomez-Gutirriez JG et al. a présenté I'immunisation
d'une souris avec un adénovirus porteur du gene codant la protéine oncogene E7 du
papillomavirus a haut risque 16 (HPV16), lié au géne de la calreticulin (Gomez-
Gutirriez JG et al, 2006). La calreticulin permet d'améliorer la présentation de
peptides par les molécules du CMH-1. Cette immunisation s'est avérée efficace dans la
prévention de la croissance de tumeurs exprimant E7, ainsi que dans I'élimination de

tumeurs établies avec une mémoire immunitaire a long terme.

b. Exemple : injection directe d'un vecteur lentiviral induisant une immunité
antitumorale dans un modéle murin

Dullaers et al ont étudié l'utilisation d'un vecteur lentiviral par injection

directe in vivo (Dullaers et al., 2006).

Cette étude décrit l'utilisation de vecteurs lentiviraux pour transduire in vivo
des CD chez des souris C57BL/6. L'ovalbumine (OVA) représente l'antigéne modéle,
par conséquent les vecteurs lentiviraux sont porteur du transgene OVA. De nombreux
parametres de la réponse immunitaire suivant l'injection directe de vecteurs sont mis
en évidence. De plus un effet thérapeutique est également décrit contre des tumeurs

MO-4 apres I'administration des vecteurs.
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e La détection d'ARNm codant pour OVA dans les noeuds lymphatiques drainant

la zone prouve l'efficacité de la transduction

L'évaluation de cette transduction est effectuée en prélevant des noeuds
lymphatiques a différents moments suivant l'injection directe des vecteurs viraux,
suivi de RT-PCR. La RT-PCR montre que le transgéne est présent en quantité
importante 2 jours apres l'injection et encore détectable au 10éme jour. Apres 25 jours,

le transgéne OVA n'est plus détectable (Fig 13).

Pour comparer ; la méme évaluation avait été menée pour des CD transduites ex vivo :
la présence de OVA n'était détectable que durant une semaine apres l'injection des CD

transduites (Dullaers M et al., 2004).

2 days 10 days 25 days

Ovabunin [

Figure 13 : Détection par RT-PCR de OVA dans les nceuds lyvmphatiques drainants.
apres 1l'injection directe de vecteurs lentiviraux

(Dullaers M et al., 2004)

e L'activité cytotoxique des CTL induite par 'administration directe des vecteurs

lentiviraux est similaire a celle induite par des CD transduites ex vivo

L'évaluation de l'activité cytotoxique se fait par prélevement de nceuds
lymphatiques 7 jours apres 'i'mmunisation, d'une part par des CD transduites in vitro
et par des vecteurs lentiviraux administrés in vivo. Aprés 5 jours, les nceuds

lymphatiques sont stimulés in vitro par des cellules tumorales EG7-OVA (cellule
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murine de thymome exprimant OVA) et EL4 (cellules tumorales syngéniques). Les CD
transduites ex vivo induisent la lyse de 52.0+ 6% de cellules EG7-OVA contre 45.9+ 8%
pour les vecteurs administrés directement ce qui représente une différence non
significative d'un point de vue statistique (Fig 14). Notons qu'un plus grand nombre de
cellules ont été trouvées dans les nceuds lymphatiques isolés de souris immunisées
directement par les lentivirus que dans ceux issus des souris immunisées pas les CD
transduites ex vivo. Cela suggere que l'injection directe in vivo de vecteur lentiviral

active plus de cellules T que l'injection de CD transduites ex vivo.

1004 Control DC 100 DC Lenti-OVA 100 Lenti-OVA directly
804 -4- E.GT-OVA lysis 80 1
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Figure 14 @ Activité cytolytique in vitro

Les souris sont immunisées avec 1.10° CD transduites ex vivo ou 2.10° TU de lenti-
OVA. Sept jours plus tard, les cellules de NL sont isolées et restimulées avec EG7-
OVA. La lyse des cellules EL4 et EG7-OVA induite par les CTL est montrée ici.

(Dullaers M et al., 2004)

e L'injection directe de vecteurs lentiviraux induit une quantité importante de

cellules productrices d'interféron-y

Il s'agit de voir le nombre de cellules T activées apres l'injection de lentivirus ou
CD. Cette évaluation se fait sur cellules de rate grace a une épreuve in vitro qui fait
intervenir un anticorps couplé & une enzyme qui se lie aux interférons-y (ELISPOT).
Une semaine aprés l'immunisation (par CD ou vecteur lentiviral) sont quantifiées les
cellules T spécifiques de OVA productrices d'interféron-y. Les résultats montrent que
I'injection directe de vecteur lentiviral active plus les cellules T spécifiques de OVA

(Fig 15).
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I'ITFNy
(Dullaers M et al., 2004)

e Directement apres 'administration : une puissante activité cytotoxique est mise

en évidence in vivo

L'activité cytotoxique et I'induction d'un grand nombre de cellules T spécifiques
de 1'OVA produisant des interféron-y ont été montrés in vitro. Ici, c'est l'activité

cytotoxique in vivo envers les cellules exprimant OVA qui est démontrée.

e Mise en place d'une mémoire CTL aprés l'injection

Il est important, lors de la mise en place d'une immunité, que des cellules
mémoires apparaissent pour prévenir d'éventuelles rechutes. Si une mémoire
Immunitaire est présente, une deuxieme exposition a l'antigene doit induire une
réponse plus rapide et plus efficace. Cette mémoire est mise en évidence en testant
l'activité cytolytique 7 jours aprés limmunisation de rappel (150 jours aprés la

premiére immunisation).

e L'administration directe in vivo de vecteurs lentiviraux active une réponse de

type 1 a cellules T CD4+

Les lymphocytes T helpers CD4+ jouent un réle important dans la mise en place
de la réponse immunitaire antitumorale et de la mémoire immune.

Les résultats suggerent que l'administration directe de vecteurs lentiviral ou
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I'injection de CD transduites ex vivo induisent une réponse immunitaire orienté Thl,

ce qui est favorable dans le cadre de I''mmunothérapie antitumorale.

e L'amorcage de la réponse et la mise en place de la mémoire immunitaire sont
totalement dépendants des CD4+ dans le cadre de I'immunisation par des CD
transduites ex vivo mais seulement partiellement aprés l'injection directe de

vecteurs lentiviraux

Contrairement aux administrations de CD transduites ex vivo, l'injection
directe de vecteurs lentiviraux ne nécessite pas de cellules T CD4+ pour l'induction de
la réponse immunitaire cytotoxique. En revanche, ils sont nécessaires pour la mise en

place de la mémoire immunitaire.

e Une immunité thérapeutique est induite par l'administration in vivo de

vecteurs lentiviraux

Il s'agit d'étudier dans quelle mesure cette immunité peut diminuer la
croissance de tumeurs exprimant OVA pré-existantes. Des souris se sont vues inoculer
des doses massives de cellules MO-4, puis immunisées par la suite aux jours 3, 10 et
17. Le suivi de la croissance tumorale et de la survie des souris se fait pendant 60

jours, a partir de l'injection des cellules tumorales.

Des tumeurs se développent sur les souris non immunisées, et parviennent

toutes a une taille rédhibitoire de 15mm de diamétre entre le 10°™ et 20°™ jour.

Pour la plupart des souris immunisées, de petites tumeurs sont palpables au

17°™ jour (Sjour de la 3™ immunisation).

Les souris immunisées avec la petite dose ( 1.10°) de CD transduites ex vivo
sont exclues au jour 38 (méme critére : diamétre de la tumeur atteignant 15mm).
Cette différence d'espérance de vie est significativement différente des souris non

immunisées (p=0,013).
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Les souris immunisées avec une dose plus importante (5.10°) de CD transduites

ex vivo sont exclues 10 jours plus tard (p=0,009).

Les deux groupes de souris immunisées par injection directe de vecteurs (2.10°
TU et 1.10" TU Lenti-OVA) ont présenté une survie prolongée significative par rapport
aux souris naives (p<0,001). Toutes les souris du groupe 2.10°TU ont été tuées vers le
45°™ jour. Par contre, quelques souris du groupe 1.10° TU ont survécu a 1'épreuve
tumorale. Un animal survivant a été testé 250 jours apres cette épreuve tumorale et

présentait encore une activité CTL avec 29% de lyse des cellules présentant OVA.

D'autres études ont montré la mise en place de réponses CTL contre des
antigénes de tumeurs associés au mélanome MART-1 (Esslinger C et al, 2003),
MAGE-3, tyrosinase, gp100 (Firat H et al., 2002) et Ny-ESO (Palmowski MJ et al.,
2004) aprés injection directe de vecteur lentiviral chez des souris transgéniques HLA-
A2. Cette méthode puissante mérite donc de continuer a étre étudiée dans le cadre de

stratégies antitumorales.

c. Limites et perspectives

L'administration systémique de vecteurs viraux en est encore a ses
balbutiements, les travaux actuels cherchent a développer un vecteur qui ne soit pas
dangereux et efficace pour 1'utilisation de cette voie. L'administration systémique se
révélait jusqu'alors inefficace a cause d'une circulation insuffisante du vecteur suite a
leur neutralisation, d'adhésions non-spécifiques et de concentrations insuffisantes au

niveau des aires concernées.

Les études actuelles tendent a surmonter les limites posées par le systeme

Immunitaire et par les vecteurs eux-mémes.

i. Déjouer le systéme immunitaire pour faciliter I'administration systémique

La limite majeure dans l'utilisation de vecteurs viraux dans I'immunothérapie
antitumorale par voie systémique est l'inactivation du vecteur délivré par la méme

réponse immunitaire qui cible le virus sauvage. Quelques approches ont été
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développées pour surmonter ces problémes.

Les vecteurs adénoviraux ont beaucoup été utilisés dans l'immunothérapie
antitumorale, car ils sont faciles a produire, peuvent infecter de nombreux hétes, des
cellules en division ou non (Li Q et al., 1993 ; Quantin B et al., 1992), et peuvent étre
manipulés génétiquement relativement facilement. Cependant ils représentent les
vecteurs les plus immunogenes et induisent une importante réponse immune
cellulaire et humorale (Raper SE et al, 2003 ; Raper SE et al., 2002). La réponse
humorale implique la sécrétion d'anticorps dirigés contre les vecteurs adénoviraux, ce
qui engendre leur élimination pendant que la réponse cellulaire active les cellules T
cytotoxiques, macrophages et NK, ce qui provoque la destruction des cellules infectées
pas les vecteurs. C'est pourquoi un vecteur adénoviral « déboyauté» (« gutless ») a été
développé. Ce vecteur est dépourvu de presque tous ses geénes viraux, sont conservées
les séquences ITRs et le signal packaging. Ce vecteur est dépendant de virus auxiliaire
qui apporte en trans les protéines nécessaires a la réplication et a 1'assemblage des
particules virales. Ce vecteur est beaucoup moins immunogene et persiste plus
longtemps chez I'h6te (Kochanek S et al., 1996 ; Kochanek S et al., 2001 ; Parks RJ et
al., 1996).

Des antigenes du virus sauvage peuvent étre reconnus par le systeme
Immunitaire et engendrer une réponse antivirale, c'est pourquoi la stratégie
d'enveloppement (par encapsulation ou par conjugaison de la capside avec une
substance protectrice) du vecteur viral se développe. Ces stratégies ont principalement
été développées pour les vecteurs adénoviraux, étant les plus immunogenes, mais ont
aussi été étudiées pour les AAV (Le HT et al, 2005). Concernant les vecteurs
adénoviraux, il s'agit d'enveloppement du vecteur avec un liposome cationique (Yotnda
P et al, 2002) ou de conjuguer du polyéthyléne glycol (PEG) sur la capside virale
(Croyle MA et al, 2001 ; Croyle MA et al., 2002 ; Croyle MA et al., 2005 ; Mok H et al.,

2005) ; nous développerons ces aspects ultérieurement.

ii. Des vecteurs ciblants pour augmenter I'efficacité de I'administration
systémique et la sécurité

Le succes de la thérapie génique réside dans l'expression optimale du gene
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thérapeutique et une méthode de délivrance de 'ADN appropriée. L'administration
systémique, par exemple, par voie intraveineuse permettrait d'atteindre de profondes
tumeurs ou des métastases indétectables. Mais pour des raisons évidentes de sécurité,
il serait préférable que l'expression du transgene se limite aux cellules cibles. Nous
développerons cet aspect incontournable dans la 3eme partie, lors de l'utilisation de

vecteurs viraux oncolytiques.

IV. Exemple de l'utilisation du virus de la vaccine dans la lutte contre
les cancers anogénitaux (ou l'utilisation de vecteur codant pour des
TAA ayant pour origine un virus inducteur de tumeur)

Le cancer du col de 1'utérus est le deuxieme cancer, par ordre d'importance, chez
la femme dans le monde. Les papillomavirus sont des virus qui infectent les
muqueuses ou les épithéliums kératinisés. Il existe de tres nombreux génotypes de
papillomavirus humains ; certains de ces génotypes sont actuellement considérés
comme les agents étiologiques du cancer invasif du col de 1'utérus et des dysplasies
intra-épithéliales de haut grade qui le précédent (IARC, 1995). Les papillomavirus de
types 16, 18, 45, 33 et 31 sont souvent associés aux dysplasies cervicales de haut grade
et sont retrouvés dans 84% de tous les cancers génitaux associés aux papillomavirus.
Les génotypes 6 et 11 sont les plus fréquemment observés dans les verrues ano-
génitales. Cette association et la fréquence des ces infections justifient le
développement de vaccins pour prévenir les infections a papillomavirus génitaux ou
pour induire une régression des lésions néoplasiques induites par ces virus. En ce qui
concerne la prévention, GARDASIL est un vaccin recombinant quadrivalent contre les
types 6, 11, 16 et 18, commercialisé par Sanofi Pasteur MSD depuis septembre 2006.
CERVARIX est un vaccin bivalent contre les types 16 et 18 commercialisé depuis
septembre 2007 par GSK (GlaxoSmithKline). Ce qui nous intéresse présentement est

I'utilisation de vecteurs viraux dans le développement de thérapies anticancéreuses.
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a. Les papillomavirus : des virus inducteurs de cancers

Les papillomavirus sont des petits virus a ADN, non enveloppés, a symétrie
1cosaédrique d'un diametre variant de 52 a 55 nm. Ils possedent une molécule d'ADN

double brin circulaire d'environ 8000 pb.

Le génome code dune part, pour les protéines précoces E (E1 & E7 early), qui
assurent la réplication de 'ADN viral et la régulation de l'expression des genes viraux
et pour des protéines tardives L (L1 et L2 IJate), qui sont des protéines de structure. Le
profil de la transcription des geénes change en fonction de 1'état de la différenciation
des cellules infectées. Les génes précoces sont peu exprimés dans les couches basales
des lésions condylomateuses ou des dysplasies légeres, et les transcrits E6 et E7 sont
absents dans les cellules différenciées, alors que les transcrits E4 et L1 sont présents
dans les cellules des couches supérieures de 1'épithélium. Il faut noter que dans les
cancers, les transcrits E6 et E7 sont trées nombreux dans tout 1'épithélium alors que les
transcrits L1 et L2 sont absents. Les protéines E6 et E7 sont des oncoprotéines qui
sont impliquées dans le processus tumoral des cellules infectées (Howley P, 1996). La
protéine E6 semble fonctionner en s'associant avec des protéines cellulaires, et
notamment la protéine p53. Cette association entrainerait la dégradation de la p53 et
par conséquent la poursuite du cycle cellulaire. Les papillomavirus a haut risque de
cancérisation se distingueraient des autres en partie par une différence d'affinité de la
protéine E6 pour la p53. La protéine E7 coopéere avec la protéine E6 pour immortaliser
les cellules infectées par le papillomavirus. Elle possede la capacité a se fixer sur la
protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome, pRb, qui est impliquée dans le

controle de la prolifération cellulaire.

Chez la plupart des individus atteints, l'infection par les papillomavirus ne
semble pas conduire a des signes cliniques. Les modifications morphologiques qui
s'observent au niveau du col pendant une infection non persistante sont du type CIN I
(dysplasies intra-épithéliales de bas grade). La plupart de ces lésions régressent
spontanément, mais pour une faible proportion de sujets (0-15%), 'infection devient
chronique et progresse vers des lésions de haut grade (CIN II et III), voire un cancer
invasif. Les infections chez les jeunes sujets sont transitoires la plupart du temps,

alors que chez les sujets agés, elles sont chroniques. Seules les femmes avec des
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infections persistantes associées & des papillomavirus humains (PVH) a haut risque
ont des lésions qui progressent vers un grade supérieur ou un cancer invasif, alors que
les femmes ayant une cytologie anormale associée a des infections de bas grade ont des

lésions qui ne progressent pas (Remmink AJ et al., 1995).

b. Virus de la vaccine et vaccination thérapeutique dans les cancers induits par
les PVH

i. Virus de la vaccine : présentation

Le virus de la vaccine appartient a la famille des Poxviridae, groupe de virus
caractérisé par un grand génome a ADN, par une réplication dans le cytoplasme de la
cellule infectée, et par une expression de ses propres enzymes nécessaires a la
réplication et la transcription de TADN (Smith GL et Vanderplasschen A, 1998). La
famille des Poxviridae est divisée en deux sous-familles, les Chordopoxviridae et les
Entomopoxviridae. La sous-famille des Chordopoxviridae est elle-méme divisée en
plusieurs genres fondés sur la spécificité d’infection, 'antigénicité et les similarités
génomiques. Le genre des Orthopoxvirus, auquel est rattaché le virus de la vaccine,
est spécifique des vertébrés et comprend les poxvirus les plus étudiés. A noter que le
virus de la vaccine est le seul virus a avoir permis I’éradication totale d'une maladie
humaine, la variole. Néanmoins, l'origine du virus et son hote naturel restent encore
inconnus (Alcami A et al., 1996). Quand Edward Jenner, un médecin anglais, a prélevé
un échantillon d’'une lésion chez une personne atteinte d’'une infection cutanée
contractée au contact d'une vache, il a estimé que le matériel prélevé était issu de la
vache et 1'a communément appelé « cowpox ». Ce matériel a été utilisé par Jenner en
1796 pour vacciner un enfant contre la variole puis le vaccin a été entretenu
initialement par transmission de personne a personne avant d’étre cultivé sur la peau
scarifié de bovins. Dans les années 30, 1l a été observé que la souche utilisée pour
vacciner contre la variole était bien distincte de la souche de cowpox connue.
Différentes modifications dues a divers passages dans des conditions artificielles ont
provoqué la naissance d'un virus éteint dans la nature, le virus de la vaccine (Baxby D,
1999 ; Hermiston TW et al, 2002). D'autres travaux suggérent que le virus de la

vaccine proviendrait des équidés (Alcami A et al., 1996).
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Le génome du virus de la vaccine (VacV) est une molécule linéaire double brin
qui a été entiérement séquencée (192 kpb) et contient approximativement 200 génes
(Shchelkunov SN, 1995). Comme beaucoup d'autres virus, le VacV posséde des ITR
1identiques mais dont l'orientation est opposée. Les génes situés au milieu du génome
sont généralement importants pour la réplication et I'expression du génome viral et la
formation des virions. Ils codent les enzymes nécessaires a la réplication et a la
transcription de 'ADN ainsi que les protéines de structure (Moss B, 1991). Les génes
placés dans les régions terminales du génome sont, quant a eux, le plus souvent non
essentiels a la réplication virale (i.e. les génes codant les protéines de restriction d’hote
ou nécessaires a la virulence). Ainsi, ces régions codent des protéines interférant avec
des éléments essentiels a la réponse de I'hote a linfection virale tels que le
complément, les interférons, les constituants de la réponse inflammatoire, 'apoptose,

les cytokines, les chimiokines et la synthése de stéroides (Smith GL, 1999).

ii. La réplication poxvirale

Une réplication localisée exclusivement dans le cytoplasme a été décrite
uniquement pour les poxvirus et le virus de la peste porcine africaine. Des foyers de
réplication cytoplasmiques, appelés viroplasmes, ont été découverts par
autoradiographie et grace a des procédures microscopiques (Cairns J, 1960).

Le VacV code de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme des
désoxyribonucléotides de maniére a augmenter le niveau de précurseurs nécessaires
au processus de réplication de ADN viral dans la cellule. Les principales enzymes
sont la thymidine kinase (Hruby DE et al, 1982), la thymidylate synthétase (Smith
GL et al., 1989), la ribonucléotide réductase (Tengelsen LA et al., 1988) et la dUTPase
(Broyles SS, 1991).

La durée de la synthése d’ADN varie suivant les différents membres de la famille des
Poxviridae et dépend de la multiplicité d’infection et du type de cellules infectées.
Dans des cellules synchronisées infectées par le VacV, la réplication de I'ADN
commence une a deux heures apres l'infection et permet la génération d’environ
10 000 copies de génome par cellule dont environ la moitié donne lieu a des virions
correctement assemblés (Joklik WK et al., 1964). Quelques études ont indiqué que la

réplication des VacV commence a chaque extrémité du génome avec I'introduction de
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coupures simple brin (Pogo BG et al., 1981) et suggére un mécanisme de déplacement
du brin et l'existence de petits fragments d’ADN liés de maniere covalente a des
amorces d’ARN (Esteban M et Holowczak JA, 1977 (a,b,c)). Cependant, ces premiéres
observations n’ont pas été confirmées par des techniques récentes. Etrangement,
aucun plasmide circulaire ne peut se répliquer dans des cellules infectées par un VacV
(Merchlinsky M et al., 1988). Ceci suggére que le VacV ne posséde pas de séquence
spécifique d’origine de réplication et utilise un nouveau mécanisme de réplication. De
plus, la réplication du génome des poxvirus implique la formation de concatémeres

intermédiaires (Moss B et al., 1983).

Au sein de la nucléocapside virale, un pool d’environ 100 ARNm est transcrit,
facilité par la machinerie virale de transcription précoce, assemblée lors de la
formation du virion (Holowczak JA et al., 1972). Les ARNm précoces sont conduits de
la nucléocapside, contenant le génome, vers le cytoplasme pour étre traduits. La
synthese des protéines précoces du VacV est nécessaire pour au moins deux étapes
importantes : la décapsidation définitive du virus qui libére I'ADN parental et la

réplication de 'ADN (Sarov I et al., 1972).

Le cycle viral est divisé en trois phases dites précoces, intermédiaires et
tardives. Les geénes précoces sont immédiatement exprimés apres l'entrée du virus
dans la cellule et I'exposition de la nucléocapside virale dans le cytoplasme, alors que
les génes intermédiaires et tardifs le sont apres le début de la réplication de ’ADN.
Les génes précoces codent des protéines intervenant dans la décapsidation, des
enzymes du métabolisme des nucléosides et de la réplication de ADN, des facteurs
transcriptionnels intervenant dans les phases intermédiaires et tardives ainsi que des
facteurs de virulence dont certains sont secrétés hors de la cellule afin d’interférer
avec la réponse de 'hote (Doms RW et al, 1990). Les génes de la phase intermédiaire
codent des facteurs nécessaires pour la transcription des messagers tardifs. Les geénes
tardifs sont exprimés lorsque les facteurs de transcription tardifs sont disponibles. Ils
codent des protéines de structure du virus, les enzymes contenues par les particules

virales nécessaires a la phase précoce, et certains facteurs de virulence (Fig 16).
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iii. Les poxvirus atténués recombinants

e Description

La méthode originale et la plus utilisée pour générer des virus de la vaccine
recombinants (VacVr), est la recombinaison homologue (Fig 17. 1.) (Mackett M et al.,
1984). Des cellules permissives, préalablement infectées avec le virus parental, sont
transfectées avec le plasmide de transfert contenant le géne recombinant sous controle
d’'un promoteur provenant du virus de la vaccine, entouré de séquences flanquantes de

plusieurs centaines de bases dérivant du génome viral. Une multitude de méthodes
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permet l'isolement des virus recombinants, comme par exemple la sélection basée sur
le bromodésoxyuridine pour la délétion du gene de la thymidine kinase, la résistance a
lacide mycophénolique conférée par Dlexpression de la xanthine-guanine
phosphoribosyl transférase (gp#), la détection d'un marqueur colorimétrique (B-
galactosidase, a-glucuronidase) ou I'hybridation de I'ADN viral (Carroll M, 2003).
L'expression des genes recombinants requiert la présence de promoteurs viraux. Les
séquences promotrices ont une taille moyenne de 30 paires de bases et appartiennent
a plusieurs classes (précoce, intermédiaire, tardif, précoce-tardif...), différentes par
leur efficacité de transcription. Les promoteurs précoces sont exprimés avant la
réplication de ’ADN, les promoteurs intermédiaires et tardifs sont exprimés apres la
réplication de 'ADN. Afin d’atteindre une expression forte et précoce du gene, de
nombreux vecteurs contiennent des promoteurs précoces/tardifs naturels, modifiés ou
synthétiques (Wyatt LS et al, 1996). La souche du virus de la vaccine la plus
couramment utilisée est la souche neurovirulente WR (Western Reserve). La souche
Copenhague, fortement utilisée en Europe, a été employée avec succés comme véhicule
d’immunisation pour la vaccination anti-rabique (Kieny MP et al., 1984). Plusieurs
systemes d’expression, basés sur des souches du virus de la vaccine déficientes dans
leur réplication, ont été développés. A ce jour, deux souches non réplicatives (NYVAC
et « Modified Ankara Virus » (MVA)) ont été approuvées par I'Institut National de la

Santé américain (NTH) pour leur utilisation clinique.

La souche NYVAC dérive de la souche Copenhague par élimination de 18
phases ouvertes de lecture, impliquées dans la pathogénicité des Orthopoxvirus et la
restriction d’héte (Tartaglia J, et al., 1992). Dans les lignées humaines, la réplication
de la souche NYVAC est bloquée a un stade précoce, alors que les cellules
embryonnaires de poulet (CEP) ou les cellules rénales de singe (VERO) sont
permissives a l'infection (Perkus ME et al, 1995). Les propriétés biologiques de la
souche NYVAC incluent : l'absence de réplication dans la majorité des cellules
humaines ou murines testées ; et l'innocuité de l'utilisation dans des systemes

animaux immunocompétents et immunocompromis.

La souche MVA est non virulente chez I'animal sain ou immunodéprimé et n’a
pas induit d’effet indésirable chez 120000 personnes vaccinées lors de son utilisation

en Allemagne dans les années 1970 (Moss B, 1996). La souche MVA a été obtenue
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apres 574 passages de la souche Ankara sur des cellules embryonnaires de poulet,
aboutissant a un virus non propagatif sur la plupart des cellules de mammiferes
(Meyer H et al., 1991 ; Mayr A et al., 1978). La souche MVA est bloquée au stade de
I'assemblage des virions (Carroll MW et al, 1997). La souche MVA comporte 6
délétions majeures de I'’ADN génomique résultant en la perte d’environ 15% du
génome viral Meyer H et al, 1991 ; Antoine G et al, 1998). Llinfection par la souche
MVA permet l'obtention de titres élevés (10° a 10" particules infectieuses/ml aprés
purification) en cellules embryonnaires de poulet (CEP) et dans les cellules rénales de
hamster (BHK-21). L'ensemble de ces technologies est également applicable aux
autres membres de la famille des Poxviridae comme le fowlpox, le capripox, le

camelpox ou 'entomopox.

e Utilisation

Un vaccin thérapeutique stimulant une réponse immunitaire antitumorale a été
développé par transgene. Il est construit a partir d'un virus recombinant de la vaccine
qui contient des séquences codant pour l'antigene MUC1 humain et l'interleukine 2
humaine. En 2007, ce produit (TG4010) était en cours d'étude de phase IIb clinique
pour des patients atteints d'un cancer du poumon non a petites cellules (Ramlau R et al.,
2008). A ce jour, Transgeéne a obtenu un avis scientifique positif de 'Agence Européenne

des Médicaments (EMA) sur I'étude de phase IIb/III.

Un autre produit développé par Transgene utilisant la technologie MVA est un vaccin
thérapeutique anti-infectieux d'immunothérapie active spécifique. Il cible le virus de
I'hépatite C responsable de nombreux cancers du foie. La stratégie vaccinale consiste a
induire une réponse immune forte (cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques) contre les
protéines NS3, NS4 et NS5B, de maniére a détruire les cellules infectées par le virus
de 'hépatite C. Une étude clinique de phase I est actuellement en cours (Fournillier A

et al., 2007 ; Martin P et al., 2008).
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iv. Essai clinique : utilisation du virus de la vaccine comme vecteur des
protéines E6 et E7

En 2003, le virus de la vaccine exprimant les protéines E6 et E7 des
papillomavirus a été testé comme vaccin thérapeutique de tumeurs intra-épithéliales

vulvaire et vaginale.

Il s'agit de la phase II d'une étude pour tester son efficacité et son innocuité sur
des femmes atteintes de tumeurs intra-épithéliales vulvaires et vaginales (Baldwin PJ

et al., 2003). Toutes ces femmes ont des tumeurs de haut grade.

e Patientes

Les sujets de l'essai clinique sont des femmes agées de 18 a 60 ans avec des
tumeurs intra-épithéliales vulvaires, vaginales ou anogénitales de haut-grade
(Tableau 1). Elles ont été diagnostiquées par histologie sur biopsie et dépistées pour
d'éventuelles anomalies hématologiques, biochimiques ou immunologiques. Ont été
exclues de l'essai les femmes pour qui l'utilisation du virus de la vaccine vivant
pourrait étre dangereux pour leur santé ou celle de leurs proches. Ainsi, les femmes
présentant une immunosuppression (incluant les femmes recevant un traitement
immunosuppresseur), un antécédent de réaction allergique sévére, un eczéma
atopique actif, ou des maladies inflammatoires généralisées ont été exclues. De plus,
les femmes en contact avec des enfants de moins de 5 ans ou des personnes présentant
une immunodépression ou un eczéma actif ont été également écartées. Les femmes
enceintes n'ont pas participé a l'essai. Apres le dépistage d'éventuelles maladies
hématologiques ou la mise en évidence d'immunodépression, ou autres dysfonctions
organiques (rein, foie), seules douze femmes, Agées de 42 a 54 ans avec une moyenne
de 46 ans, ont été inclues dans l'essai. Onze femmes présentaient un cancer vulvaire
et la derniere, un cancer vaginal. Apres la vaccination, elles ont été suivies pendant
une période de 6 mois. La fréquence des visites est mensuelle jusqu'a trois mois, puis
une visite finale a 6 mois. Aucun autre traitement contre les tumeurs n'a été donné

pendant l'essai, ni pendant le mois précédant la vaccination.
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Patiente  Age (années) Maladie Durée HPV
1 48 VIN 3 11 ans 16
2 49 VIN 3 8 ans 16
3 47 VIN 3 1 an 16
4 49 VIN 3 2,5 ans 16
5 44 VAIN 2 3 mois 16
6 47 VIN 3 6 mois 16
7 42 VIN 3 1 an 16
8 49 VIN 3 2 ans 16
9 45 VIN 3 3 mois 16
10 42 VIN 3 4 mois 33
11 52 VIN 3 14 ans 16
12 53 VIN 3 3 mois 16

Tableau 1 : Patientes recrutées dans l'essai clinique

VIN 8 : néoplasie intra-épthéliale vulvaire de grade 3 (dysplasie sévere)

VAIN 2 : néoplasie intra-épithéliale vaginale de grade 2 (dysplasie modérée)
(Baldwin PJ et al., 2003)

HPV : Human Papillomavirus

e Vaccinations

Le virus recombinant utilisé est TA-HPV : virus de la vaccine exprimant les

protéines E6 et E7 modifiées des virus HPV-16 et HPV-18.

Le virus (2,5. 10° plaque-forming units) est introduit par scarification de la
peau en haut du bras. La surface est recouverte d'un pansement imperméable, changé
deux fois par semaine jusqu'a la formation d'une croute, qui résulte de l'inflammation
induite localement par le virus. Toutes les semaines, des échantillons sont prélevés sur
le pansement ou la croute afin de tester les éventuels risque de contamination du

milieu par le virus.
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e Résultats

Les douze femmes avaient été diagnostiquées atteintes de tumeurs anogénitales
entre 3 mois et 14 ans (moyenne a 3,4 ans) avant le début de l'essai clinique. Onze
femmes atteintes d'un cancer vulvaire de grade III et une atteinte de cancer vaginal de
grade II. Toutes les patientes sont infectées par un PVH a haut risque ; onze par le

PVH-16 et une par le PVH-33.
o Innocuité

Aucun effet délétere n'a été mis en évidence sur les fonctions rénale, hépatique
ou de la moelle osseuse. Toutes les patientes se sont bien senties pendant et apres la
vaccination. Une réaction locale sur le site de la vaccination au bout de 7-10 jours est
notée mais seulement 2 patientes ont des difficultés temporaires a bouger le bras. Les
écouvillons prélevés chaque semaine sur l'extérieur du pansement avant son retrait
montrent aucun risque de contamination du milieu extérieur a travers le pansement.
Par contre lors du dernier échantillonnage contenant la croute, 5 échantillons sont
positifs pour TA-HPV, contre 7 ne présentant pas de virus vivant. Une petite cicatrice

demeure au site de vaccination.
o Réponse clinique

Dix des femmes vaccinées (83%) présentent une réduction moyenne de 40% de
la taille de la tumeur 6 mois aprés la vaccination. Pour une femme (atteinte de la
tumeur vaginale), il y a guérison totale avec une analyse histologique normale 3 mois
apres la vaccination. Pour 9 femmes, le grade de la tumeur reste inchangé, maisil y a
une réduction de 1'étendu des tissus anormaux ; cette réduction va de 22 a 65%, avec 5
femmes qui présentent une réduction de moitié. Pour 2 femmes, il n' y a aucune

diminution de la tumeur.

A la fin de l'étude, les 11 femmes atteintes de cancer vulvaire présentent
toujours le méme PVH, la femme atteinte du cancer vaginal n'a plus de PVH-16
détectable. Pour la différence de symptomatologie (irritation, douleur, inflammation)
avant et apres la vaccination : 3 femmes notent une légere aggravation, 3 autres, une

légere amélioration et les 6 autres femmes n'y trouvent aucun changement.

o Réponse immunitaire
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m contre le virus de la vaccine

Pour surveiller I'impact du vaccin sur le systéeme immunitaire, les réponses
contre la vaccine ont été mesurées. Des réponses a médiation humorale et cellulaire

contre la vaccine ont été mises en évidence.
m contre PVH-16

Le vecteur TA-HPV a induit une réponse cellulaire spécifique dirigée contre E6
et E7. Chez 6 patientes, la quantité de lymphocytes T spécifiques de E6 et E7 a

beaucoup augmenté apres la vaccination.

c. Bilan

La vaccination par le TA-HPV n'a pas eu d'effet délétere, globalement les
patientes se sont senties bien tout le long de 1'étude, sans épisode de fievre rapporté.
Le pansement porté pendant 25 jours a bien été toléré par toutes. Les signes cliniques

n'ont pas été significativement augmentés ni améliorés.

Aucune progression de la maladie n'est détectée pendant l'essai. Aucun
changement de grade de malignité pour onze femmes, mais la réduction de taille pour
dix des douze femmes est prometteur. Pour cinq femmes la réduction est supérieure a

50 %, et pour une la réduction est totale.

Cette étude apparait bénéfique : idéalement, la vaccination dans le cadre des
cancers vaginaux associés aux PVH est indiquée puisqu'elle a ici montré un cas de
guérison complete sans rechute ultérieure. De plus, elle permet d'induire une réponse
immunitaire cytotoxique contre les cellules qui présentent le génome viral (PVH).
Méme si la réduction n'est que partielle pour les cancers vulvaires, elle permet au

moins un traitement chirurgical moins délabrant par la suite.

Ainsi, de nombreux essais cliniques plus ou moins avancés sont en cours afin de
développer une réponse immunitaire spécifique contre les cellules tumorales par le

biais de vecteurs viraux. Nous avons vu que quelles que soient les méthodes
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utilisées/testées, 1l est nécessaire d'identifier des TAA afin de lutter spécifiquement
contre la tumeur cible. L'immunothérapie antitumorale faisant intervenir des vecteurs

viraux traite également de modulation de la réponse immunitaire.

B. Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale :
modulation de la réponse immunitaire

L'utilisation de vecteurs viraux dans I'i'mmunothérapie antitumorale dans le but
de stimuler le systéeme immunitaire de fagon non spécifique repose essentiellement sur
deux stratégies : d'une part, les vecteurs viraux peuvent étre injectés localement, par
voie i.t. (intratumorales) in vivo, et d'autre part, les cellules tumorales peuvent étre
modifiées génétiquement ex vivo puis réadministrées une fois transduites. La

transduction ex vivo de Lymphocytes B a également été explorée.

L'injection intratumorale de vecteurs viraux codant pour des molécules
immunostimulatrices cherche a préparer le systéme immunitaire localement pour

mieux cibler les cellules tumorales et stimuler la réponse immunitaire.

l. Injection intratumorale de vecteurs viraux

a. Stratégie

Dans le cadre de 'i'mmunothérapie anticancéreuse, la modulation de I'i'mmunité
peut se faire par administration locale in vivo de molécules immunostimulatrices :

cytokines et molécules de co-stimulation.
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i. Vecteurs viraux et expression de cytokines

e Cytokines : présentations

Les cytokines sont des glycoprotéines régulatrices sécrétées par de nombreuses
cellules blanches et par certaines cellules constitutives de l'organisme. Leur taille est
généralement inférieure a 30 kDa. Elles ont pour but d'induire, de contréler ou
d'inhiber l'intensité et la durée de la réponse immunitaire, ainsi que les mécanismes

d'hématopoiése et certaines différenciations et proliférations tissulaires .

Leur mode d'action peut étre autocrine, paracrine ou endocrine. A ce titre les
cytokines sont souvent qualifiées d'« hormones » propres au systéme immunitaire. En
se liant a des récepteurs des cellules cibles, elles déclenchent des voies de transduction
de signal modifiant 1'expression des génes de ces cellules. Leurs affinités avec leur
récepteurs sont fortes, des concentrations picomolaires suffisent parfois a engendre un
effet biologique. Elles ont une demi-vie tres courte, ce qui limite leur temps d'action

ainsi que leur rayon d'action.

Les cytokines agissent rarement seules mais de maniere conjointe avec d'autres
cytokines, créant tout un réseau de communication cellulaire. Les cytokines ont divers

attributs :

x  Pléiotropie : elles ont la capacité d'induire différents effets selon leur cible, ou
d'activer plusieurs cibles différentes (ex : 1'IL-4 produite par les LTepers activés
stimule la prolifération des LB activés, des thymocytes dans le thymus et des

mastocytes).

x Redondance : différentes cytokines ont le méme effet biologique (ex : IL-2, IL-4,

IL-5 stimulent la prolifération des LB).

x  Synergie : les effets combinés de deux cytokines sont supérieurs a la somme de

leurs effets séparés.

x Antagonisme @ capacité d'une cytokine a inhiber un effet biologique (IL-10
bloque la production de cytokines chez les macrophages et freine indirectement

la réponse immunitaire).
x Induction de cascades : une chaine de communication cellulaire s'établit (ex :
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Les LT sepers activés produisent de 1'IL-2 qui va activer d'autres LT pepers qui vont
sécréter d'autres cytokines activant des LB qui vont a leur tour sécréter des

cytokines pour activer la fabrication d'anticorps chez les plasmocytes).

Les cytokines sont aujourd'hui classées en quatre grandes familles :

x les hématopoiétines (cytokines de classe I) : GM-CSF, G-CSF, IL-2 a 7, IL-11 a
13, IL-15...

x Les interférons (cytokines de classe II) : IL-10, IFNaq, 8, v, ...
x Les chémokines : IL-8, ...

x  Les Tumor Necrosis Factor : TNFaq, B,...

De nombreux vecteurs viraux ont été utilisés pour délivrer des cytokines et les
résultats prouvent l'efficacité de ces vecteurs a délivrer et faire exprimer ces geénes in
vivo. Etant donné le mode d'action des cytokines, cette stratégie nécessite un maintien
de l'expression des génes transférés pour obtenir un effet optimal qui correspond a un
recrutement des cellules immunitaires (cellules présentatrices d'antigénes, cellules
effectrices) et leur activation. Les retrovirus, adénovirus et HSV se sont révélés
efficaces pour cette stratégie, en assurant une importante expression pour une durée

moyenne a longue.

e Vecteur viraux codant pour l'interleukine-12

L'IL-12 est sécrétée par les macrophages et les LB, elle induit, en synergie avec
1'TL-2, la différenciation en CTL, et stimule la prolifération des NK, LAK (Lymphokine
Activated- Killer cells), Thepers1 activés.

De nombreuses études utilisant un vecteur viral délivrant l'interleukine 12
(IL-12), une cytokine aux nombreuses propriétés antitumorales, ont été réalisées.

L'administration intratumorale d'un vecteur dérivé d'adénovirus codant pour IL-12
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permet une régression totale des tumeurs chez la plupart des animaux avec un temps
de survie prolongé, pour différents types de carcinomes (Barajas M et al, 2001 ;
Caruso M et al, 1996) et de tumeurs qui ressemblent étroitement a celles des

maladies humaines (Divino CM et al., 2000 ; Liu Y et al., 2002 ; Nasu Y et al., 1999).

Le virus de la forét de Semliki a également été utilisé pour délivrer 1'L-12 ; son
administration intratumorale engendre une régression significative de la tumeur ainsi
que l'inhibition de I'angiogénése dans un modéle de mélanome B16 (Asselin-Paturel C
et al., 1999). Les vecteurs dérivés du SFV codant 1'TL-12 ont prouvé leur efficacité dans
d'autres modéles murins tumoraux : régression dans les modéles K-BALB (fibroblastes
de souris, transformés par le virus de sarcome murin, qui induisent des tumeurs
syngéniques agressives) et CT26 (cellules d'adénocarcinome colique) ainsi que
I'inhibition de la tumeur primaire et des métastases pulmonaires dans le modele 4T1

(lignée tumorale d'adénocarcinome mammaire) (Chikkanna-Gowda CP et al., 2005).

e Vecteurs viraux codant pour l'interleukine-2

L'IL-2 est sécrétée par les LTh 1 et agit sur les CTL et les LTh activés en
permettant leur prolifération, sur les clones de LT spécifiques d'un antigéne en

assurant une croissance de longue durée, en augmentant l'activité de certains NK ou

CTL.

La capacité de 1'IL-2 a stimuler la réponse immunitaire antitumorale l'a
conduite dans les essais de thérapie génique anticancéreuse. Elle exerce ces effets a
proximité de la tumeur et l'injection intratumorale d'adénovirus recombinant codant
pour IL-2 induit une régression tumorale dans plusieurs modéles (Porgador A et al.,
1993 ; Addison CL et al., 1995 ; Abdel-Wahab Z et al.,1997 ; Zhang R et al., 1999). Les
principaux effecteurs responsables de cette régression sont les cellules Natural Killer,
les lymphocytes T cytotoxiques aussi bien les TIL qui sont stimulés par 1'IL-2 produite
localement (Tsai SC et al, 1993 ; Fearon ER et al, 1990). Occasionnellement,
I'i'mmunité antitumorale induit aussi une mémoire immunitaire contre la lignée de

cellules tumorales (Addison CL et al., 1995).
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L'utilisation de vecteurs adénoviraux pour apporter 1'1L-2 in vivo a été
développée pour contrer la toxicité des effets secondaires engendrée par
l'administration massive d'IL-2 recombinante par voie systémique (Bukowski RM
1997 ; Siegel JP et al, 1991 ; Anderson TD et al, 1989). Toutefois, les approches de
thérapie génique in vivo avec I'IL-2 présentent une fenétre thérapeutique étroite due a
la toxicité de 1'IL-2 ; c'est pourquoi la dose virale est souvent limitée (Addison CL et

al., 1995 ; Bui LA et al, 1997)

L'HSV a été utilisé pour apporter I'IL-2 dans des tumeurs sous-cutanées de
modeles animaux : cette étude a démontré 'activation d'une réponse immunitaire et le

prolongement de la durée de vie des souris traitées (D'Angelica M et al., 1999).

L'efficacité antitumorale d'un vecteur dérivé d'un adénovirus codant pour 1'1L-2
a été démontré dans un modele de métastases hépatiques d'un cancer colorectal chez
le rat-CC531. Le traitement intra-tumoral montre une régression significative de la
tumeur. L'étude montre aussi l'effet adjuvant de 1'adénovirus (Geutskens SB et al.,

2000).

e Vecteurs viraux codant pour GM-CSF

Le GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) module la
prolifération et la différentiation de cellules hématopoiétiques (Metcalf D et al., 1986)
et semble étre une cytokine immunostimulatrice qui accroit I'i'mmunité antitumorale
(Dranoff G et al, 1993). Les cibles les plus importantes du GM-CSF sont les CD : il
promeut la différenciation des CD et les aide dans leur fonction de phagocytose, et

augmente l'expression de molécules de costimulation.

e Vecteurs viraux codant pour des interférons

Les interférons sont des cytokines dotées de multiples fonctions biologiques,
incluant des activités antivirale et antitumorale. L'IFNa est utilisé dans le monde

entier pour le traitement de 14 cancers différents, incluant des hémopathies malignes,
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et certaines tumeurs solides comme le mélanome, le carcinome rénal et le sarcome de

Kaposi.

L'étude de Santodonato L et al. a montré l'activité antitumorale produite par
I'injection 1.t. de vecteur adénoviral porteur d' IFNa sur des souris atteintes de
tumeurs métastatiques et comparé cette activité aux résultats obtenus avec des
injections répétées d'IFN. Il apparait que l'injection d'adénovirus recombinants
porteurs de genes exprimant I'IFNa murin engendre une réponse immunitaire
antitumorale marquée chez des souris transplantées avec des tumeurs métastatiques.
De plus la production in vivo d'IFN est prolongée aprés l'injection du vecteur. La
suppression de métastases a été observée apres une seule injection de vecteur, alors
qu'une telle réponse comparable est obtenue avec plusieurs injections d'IFN a haute
dose. Cela suggere que l'apport de cette molécule par le biais de vecteurs viraux
représente une bonne alternative aux usages cliniques conventionnels de cette

cytokine chez les patients atteints de cancer (Santodonato et al., 2001).

Les essais cliniques d'immunothérapie antitumorale faisant intervenir les
vecteurs viraux apportant des molécules immunostimulatrices sont nombreux. Il est
intéressant de noter que les vecteurs viraux peuvent éventuellement apporter

plusieurs transgenes : on parle de cotransduction.

ii. Vecteurs viraux et expression de molécules de costimulation

Les molécules de costimulation sont essentielles lors de l'interaction CPA-
lymphocyte pour l'activation des lymphocytes T naifs et leur différenciation en cellules
effectrices. La faible densité de molécules de costimulation au niveau des cellules
tumorales engendre I'induction d'une tolérance a 1'égard de celles-ci et une anergie des
cellules effectrices a cause d'une présentation restreinte par les molécules du CMH de

type I (Ramarathinam L et al., 1994 ; Borrello I et al., 2002).
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e Rappel sur l'interaction lymphocyte T-CPA

Les LT expriment a leur surface un récepteur susceptible de reconnaitre
spécifiquement un peptide antigénique présenté par la molécule du CMH. Ce
récepteur T ou TCR (T Cell Receptor) est un récepteur hétérodimérique a/B a activité
tyrosine kinase particulier. En effet, les fonctions d'interaction avec le ligand, de
phosphorylation et de transduction du signal TCR sont dissociées et portées par
différentes protéines. Les chaines a et B présentent une structure type
immunoglobuline possédant une partie constante et une partie variable. Certains
domaines hypervariables nommés CDR1, 2 et 3 (Complementary Determining Region)
sont impliqués dans la reconnaissance de l'antigéne (Davis MM et Bjorkman PJ,
1988). Un complexe associé appelé CD3 (y, §, € et ) permet la transduction du signal
de reconnaissance de l'antigéene et l'expression des chalnes aB a la surface du
lymphocyte. La molécule « corécepteur » CD8 exprimée par les LT cytotoxiques CD8+,
ou CD4 exprimée par les LT auxiliaires CD4+, est associée au TCR et reconnait une
partie conservée au niveau de la téte du CMH. Cette molécule permet de stabiliser
l'interaction des composants aB du TCR avec le complexe peptide-CMH (Davis MM et
al., 1998).

La structure macromoléculaire au point de contact entre le lymphocyte et la
cellule cible ou CPA est désignée sous le terme de « synapse immunologique » (Grakoui
et al., 1999 ; Lanzavecchia et al., 2000). L'engagement du TCR par le complexe CMH-
peptide conduit a une réorganisation moléculaire de la synapse immunologique,
nécessaire a l'activation du lymphocyte (Lanzavecchia et al., 2000). La reconnaissance
du complexe peptide-CMH par le TCR est extrémement sensible et la présentation
d'une centaine de complexes CMH-peptide a la surface de la CPA suffit a cette

activation (Harding et al., 1990 ; Christinck ER et al., 1991).

Le modeéle le plus répandu pour expliquer ce mécanisme postule l'existence de
deux signaux. Le premier est fourni par le TCR des lymphocytes. Dans le cas des LT

CD4+, ce signal est obtenu quand le TCR interagit avec un complexe Ag-CMH-II
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présenté par les CPA (Cantrell, 1996). Pour les LT CD8+, il s'agit de la reconnaissance
du complexe Ag-CMH-I. Le deuxieme signal, dit de co-stimulation, est lui fourni par
l'interaction entre les molécules B7.1 (CD80) sur la CPA et CD28 sur le LT. Ce
deuxiéme signal ne peut étre fourni que par une CPA activée. De ce fait, au début
d'une réponse antigénique, l'activation d'un LT nécessite vraisemblablement un
premier contact avec une CD. En l'absence de ce signal 2, le signal 1 rend les LT
réfractaires a une activation subséquente, et ils entrent en anergie (Lenschow et al.,
1996). Ces deux signaux conduisent a la production de cytokines et & une sélection
clonale, c'est a dire a I'induction spécifique de la prolifération du lymphocyte activé par
le déterminant antigénique présenté. Au cours de cette phase d'expansion, se
différencient des lymphocytes effecteurs proprement dits et des lymphocytes
mémoires. Lors d'une seconde rencontre avec l'antigene, ces derniers permettront une
réponse immune, dite secondaire, plus rapide et plus efficace que lors du premier
contact. Ces lymphocytes mémoires sont a la base du mécanisme de vaccination
préventive.

Suite a ce mécanisme d'activation, un LT CD4+ activé pourra prendre le relais
et amplifier la réponse immunitaire grace aux cytokines qu'il sécrete et a I'expression
de nouvelles molécules de surface. Ainsi en exprimant le ligand CD40 (CD40L) qui va
reconnaitre le CD40 sur une CPA au repos, le lymphocyte provoque l'expression de
CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) a la surface de cette derniére. Ces deux molécules de co-
stimulation sont les ligands du récepteur CD28 qui est constitutivement exprimé a la
surface des LT CD4+ (y compris les LT CD4+ naifs). Ainsi la CPA stimulée par les LT
CD4+ activés va étre a son tour capable de recruter des LT CD4+ naifs pour les
activer. Cependant, l'ampleur de la réponse immunitaire est finement régulée. Par
exemple, les molécules B7 peuvent également étre reconnues par CTLA-4, qui est un
homologue de CD28 de plus haute affinité pour les molécules B7, induisant un signal
antiprolifératif aux LT CD4+. Son expression est régulée au niveau de 'ARNm ainsi
que par des mécanismes post-transcriptionnels. Il n'apparait a la surface des cellules

T que 24 a 36 heures apres leur stimulation.

Comme nous venons de le voir, un des plus importants récepteurs de molécules

de costimulation présent a la surface des cellules T est CD28, ou se fixent les ligands
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de la famille B7 qui inclut B7.1 (CD80) et B7.2 (CDS86). Seulement les cellules
tumorales expriment communément des molécules du CMH mais bien peu de
molécules B7.1, et sans ce signal de costimulation, les cellules T deviennent
anergiques en présence du ler signal (Chen L et al., 1992).

L'injection de molécules de costimulation en intratumorale est une importante
stratégie d'immunothérapie, et plusieurs virus ont été utilisés comme vecteur pour
délivrer ces molécules. Pour cette stratégie, il est important d'avoir une expression
importante du transgene, mais une transcription continue n'est pas adaptée ; c'est

pourquoi il ne faut pas un virus intégratif en tant que vecteur.

e Vecteurs viraux codant pour B7.1

La transfection in vivo par un vecteur adénoviral en 1i.t., s'est révélée
Iintéressante pour traiter les ostéosarcomes. L'étude montre la mise en place d'une
Immunité antitumorale pour traiter la tumeur primaire et agir de facon systémique
pour la disparition de métastases pulmonaires dans un modele d'ostéosarcome chez le

rat (Tsuji H et al., 2002).

e Vecteurs viraux codant pour CD40L

CD40L est le ligand du récepteur CD40, exprimé a la surface de CPA. Il
appartient a la famille des facteurs de nécrose tumorale (TNF), et joue un rdle
important dans l'activation des LT CD4+. L'interaction CD40/CD40L induit une
expression de B7-1,B7-2,LFA-3 et stimule la sécrétion de cytokines comme IL-8 et
IL-12. L'administration d'un adénovirus codant pour CD40L engendre une régression
tumorale totale chez 60 % des souris ayant un carcinome de la vessie et stimule une

réponse immunitaire systémique spécifique (Loskog AS et al., 2005).

Les vecteurs amplicons HSV codant pour CD40L ont été également testés dans des
modeles murins de lymphomes ou d'adénocarcinomes : il en résulte un ralentissement
de la croissance ou une éradication de la tumeur (Kuttubuddin M et al., 1999 ; Tolba

KA et al., 2002).
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b. Exemple : essai clinique de phase l/ll utilisant un adenovirus porteur du
transgéne IL-2 chez des patients atteints de tumeurs solides et de mélanome

(Dummer R et al., 2008)

i. Présentation

L'IL-2, initialement décrite comme un facteur de croissance des lymphocytes T,
est une glycoprotéine immunomodulatrice produite par des lymphocytes T activés. In
vivo, elle stimule la prolifération des cellules T, induit 1'activation des CTL et des NK.
Sa capacité a induire la régression de tumeurs métastatiques dans des modeles

animaux a justifié son utilisation potentielle en immunothérapie antitumorale.

Chez 1'homme, de hautes doses d'IL-2 sont capables d'induire des rémissions
complétes et durables chez des patients atteints de carcinomes rénaux (Fyfe G et al.,
1995) ou de mélanome (Rosenberg SA et al, 1985) ; ce qui a conduit a l'approbation
par la FDA (US Food and Drug Administration) de leur utilisation pour ces
pathologies dans les années 90. L'administration systémique d'IL-2 n'est pas
seulement limitée par la courte demi-vie des I1-2 mais aussi par l'importante toxicité
multiorganique qu'elle produit. Ainsi, c'est pour tenter de surmonter ces limites que
I'administration en i.t. d'adénovirus vecteur pour 1'IL-2 a été testée dans le modele
animal. Cette approche augmente 1''mmunogénicité de la tumeur et conduit a une
régression tumorale aussi bien au site d'injection qu'a distance (métastases), suivie
par le développement d'une immunité protectrice (Addison CL et al, 1995 ; Haddada
H et al, 1993). Cette étude de cohorte a dose croissante est un essai clinique de phase
I/II pour évaluer l'innocuité, 1'efficacité et les effets biologiques d'injections 1.t. répétées
de TG1024 (adenovirus-IL-2) chez des patients (35) atteints de mélanome, ou de

tumeurs solides a un stade avancé.
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ii. Résultats

e Résultats cliniques

Les caractéristiques des patients et les résultats cliniques sont résumés dans le

tableau en annexe 1. Les réponses cliniques sont :

- pas de réponse (PD) : progression de la maladie avec au moins 25%

d'augmentation des lésions préexistantes et I'apparition de nouvelles 1ésions;

- réponse compléte (CR) : rémission compléte de la lésion traitée pendant au

moins 4 semaines ;

- réponse partielle (PR) : diminution d'au moins 50% de la lésion en l'absence

de progression de la maladie et sans apparition de nouvelles lésions ;

- stabilisation de la maladie (SD) : aucun changement et qui est exclu des

criteres de PD, CR, et PR.

On observe 6 réponses objectives sur 35 patients, soit 17%, de plus 4 patients
présentent en plus d'une réponse locale, une stabilisation des métastases. Dans les
cohortes 1 a 3 (3.10" vp) aucune réponse clinique n'est observée. Dans la cohorte 4, le
patient 12 (mélanome de 1'uvée) et 14 (cholangiocarcinome) présentent une
stabilisation de la maladie au site d'injection durant le traitement. Dans la cohorte 5,
le patient 17 (mélanome) montre une réponse partielle au site d'injection et une
stabilisation des lésions distantes alors que le patient 21 (mélanome) est stable
localement et & distance des injections. Les patients 22 (mélanome) et 23 ( carcinome
épidermoide) de la cohorte 6 montrent des rémissions complétes des lésions traitées.
Le patient 22, ayant montré une rémission totale de la tumeur traitée apres 7
Injections, a recu de nouveau 13 injections dans une seconde tumeur qui a régressé
complétement également (Fig 17). Dans la cohorte 7 qui ne contient que des patients
atteints de mélanome, les 25 et 29 présentent une régression des lésions apres un
traitement combinant le TG1024 et la dacarbazine (agent chimiothérapeutique
anticancéreux). De plus, le patient 29 présente une stabilisation de lésions non
traitées. Le patient 30 est stable pendant le traitement pour les lésions traitées ou

non. Les injections hebdomadaires dans la cohorte 8 permettent une rémission
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compléte d'une lésion traitée chez le patient 33 (mélanome), alors quune seconde

lésion traitée demeure stable.

Transversal diameter Clinical presentation

Baseline
{preinjection)

TG1024 Suspension viewable by
ultrasound postinjection

After 6 TG1024
injections

Figure 17 : Réponse clinique de la tumeur injectée du patient 22

a. Visualisation échographique et apparence clinique de la tumeur inguinale (1,8cm
sur 1,42cm)

b. Visualisation échographique des TG 1024 en suspension apreés Il'injection intra-
tumorale.

c. Visualisation échographique et examination clinique révélant une régression de la
taille de la tumeur aprés six injections.

(Dummer R et al., 2008)

e Innocuité

Il n'y a pas eu d'étude préalable de dose-limite de toxicité du produit. TG1024 a
été bien toléré méme a la plus haute dose (3.10"vp). Cette dose est considérée comme

la dose maximale a tester, en se basant sur les concentrations de TG1024 produits et
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le volume d'injection.

Les effets secondaires rapportés les plus fréquents dans toutes les cohortes
étaient une réaction au site d'injection (douleur, rougeur, enflure) et un syndrome
grippal avec fievre et frissons, suivi de nausées et vomissements. Les patients
rapportent souvent des céphalées et de la fatigue. Dans les cohortes 7 et 8 des
lymphocytopénies sont observées apres l'injection mais n'ont pas de signification

clinique.

Des échantillons de sang provenant des cohortes 1 a 5 ont été testés par PCR
sur la présence d'ADN viral avant et apreés les deux premieres injections de TG1024.
Des résultats positifs sont observés chez tous les patients (sauf deux) 1 & 2 heures
apres l'injection, mais cet ADN persiste rarement plus de 24 heures. Un seul patient
(15) a eu de I'ADN viral détectable jusque 15 jours aprés l'injection, mais aucun des

patients n'est testé positif a la fin de I'étude.

e Bilan

Les vecteurs adenoviraux sont connus pour induire une activation des
plaquettes et promouvoir la formation d'agrégats de plaquettes et leucocytes qui sont
rapidement consommeés par les macrophages, ce qui chez certains individus, méne a
une sérieuse thrombocytopénie (Othman M et al, 2007). Indépendamment des titres
initiaux en anticorps anti-adénovirus (NAAAbs - neutralizing anti-adenovirus
antibodies), tous les patients présentent une forte réponse humorale suivant le
premier cycle thérapeutique avec TG1024. Il n'y a aucune corrélation notable entre la
réponse humorale et les doses de vecteur utilisées. Malgré la présence de ces
anticorps, quelques patients ont montré une réponse clinique au traitement TG1024 ;
ainsi, des anticorps neutralisants spécifiques d'un vecteur adénoviral semblent ne pas
nécessairement entraver leur efficacité, comme cela a déja été étudié a plusieurs

reprises (Dummer R et al., 2004 ; Urosevic M et al., 2007).

Les données sur l'efficacité ont montré que 6 patients traités sur 35 ont eu une

réponse clinique mesurable. Dans ce groupe de 6 patients, l'un était atteint de
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carcinome épidermoide cutané alors que les autres présentaient des mélanomes.
D'apres des études du début des années 90, les carcinomes épidermoides localisés
répondent mieux a I'immunothérapie avec de l'interféron a recombinant avec un taux
de réponse supérieur a 90% (Urosevic M and Dummer R, 2002). La chirurgie demeure
le traitement de choix aussi bien pour les carcinomes épidermoides localisés que les
métastases, et ces dernieres peuvent aussi requérir de la radiothérapie et
chimiothérapie (Motley R et al., 2003 ; Nguyen TH et al, 2002). Il a récemment été
démontré qu'un vecteur adénoviral induit lui méme une importante réponse IFN de
type 1 dans une lésion injectée ; ce qui augmente l'effet du transgeéne et contribue a la
régression de la tumeur (Urosevic M et al., 2007). Le succés du traitement sur le
patient ayant une carcinome épidermoide métastasé, ainsi que les précédents
résultats rapportant la sensibilité a I'immunothérapie des carcinomes épidermoides,
laissent supposer qu'un intérét potentiel existe dans l'utilisation de TG1024 pour

traiter ces carcinomes métastasés et qu'il faut continuer a progresser dans ce domaine.

Stewart et al. ont testé 1'injection 1.t. d'adénovirus délété pour E1 et E3 porteur
du transgene IL-2 dans des métastases sous cutanés de patients atteints de cancer du
poumon ou de mélanome (Stewart AK et al, 1999). La régression des métastases
injectées est notée pour 6 des 23 patients (24%) ; cinq d'entre eux sont atteints de

mélanomes.

Malgré l'existence de TAA bien décrits et une myriade de stratégies
d'immunothérapie possibles, les mélanomes métastatiques sont bien connus pour étre
difficiles a traiter. Il apparait qu'une faible proportion de patients est en fait capable
de développer une réponse immunitaire contre ces antigénes (Atkins MB, 2006). La
haute concentration sérique d'IL-2 obtenue apres Il'injection des recombinants
engendre une régression locale des tumeurs chez seulement quelques patients. La
maladie a un stade avancé avec l''mmunossuppression induite sont probablement

responsables de ces conclusions (Kim R et al., 2006).

Les injections 1.t. de TG1024 ont induit un afflux considérable de cellule T CD8+

(considérées comme un composant essentiel de limmunité antitumorale) dans les
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lésions traitées. Les parametres immuns évalués dans cet essai suggerent que les
injections i1.t. de TG1024 ont la capacité a stimuler la réponse immunitaire de 1'hote

localement mais aussi de fagon systémique.

Seulement trois essais cliniques, dont celui-ci, ont été menés pour étudier les
effets des injections 1.t. de vecteurs adénoviraux portant 1'l.-2 dans le cadre de
traitement anticancéreux (Stewart AK et al, 1999 ; Trudel S et al, 2003). Leurs
résultats sont similaires quant a l'innocuité et la relative absence de toxicité de cette
stratégie. De plus, toutes ces études mettent en évidence la possibilité de cette
stratégie a induire des régressions tumorales. D'autres études sont en cours afin
d'évaluer les caractéristiques des patients, le type de tumeur et la combinaison de

molécules qui serait le plus bénéfique aux patients.

ll. Transduction ex vivo de cellules tumorales autologues

a. Stratégie

Les vaccins basés sur l'utilisation de cellules tumorales modifiées
génétiquement offrent l'opportunité de traiter les patients avec des cellules
autologues, de la méme facon que la modification génétique ex vivo de CD. Ces
transferts de génes permettent une expression élevée de cytokines ou de molécules de
co-stimulation a proximité des cellules tumorales et des antigénes tumoraux. Ainsi
elles peuvent étre sécrétées a proximité de la réponse immune se produisant et réduire
ou limiter l'action des LT CD4+, réputés étre un facteur limitant d'une réponse
antitumorale efficace (Gilboa E, 1996 ; Rosenberg SA et al., 1992 ; Pardoll DM, 1993).
Ces vaccins ont l'avantage de ne pas avoir a définir un antigéne spécifique de tumeur,
ce qui est intéressant pour les maladies hétérogenes comme la leucémie myéloide
aigué ; cependant l'inconvénient est qu'il s'agit de vaccin individuel qui doit étre
préparé pour chaque patient. De plus, l'utilisation de cellules tumorales autologues
nécessite un temps de préparation ex vivo, pendant lequel la maladie continue sa

progression.
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b. Exemple 1 : utilisation d'un virus défectif Herpés Simplex-2 vecteur pour les
geénes |I-2, GM-CSF et B7-1 dans un modéle de carcinome épidermoide

(Kim SH et al., 2000)

Un tiers des personnes atteintes de carcinome épidermoide a un stade avancé de
la téte et du cou présente une espérance de vie de 5 ans avec les thérapeutiques
habituelles (Vokes EE et al., 1993). Les patients atteints de tels cancer attendent le
développement de nouvelles thérapeutiques afin d'améliorer le controle du cancer
localement et leur survie. Plusieurs stratégies de thérapie géniques ont été étudiées
(Clayman Gl et al., 1996 ; O'Malley BW et al., 1996 ; Myers JN et al., 1998). Ici,
I'utilisation de vecteurs DISC est mise en évidence pour transduire des cellules
tumorales SCCVII : cellules cancéreuses de carcinome épidermoide qui poussent

spontanément sur des souris C3H/Hed.

i. HSV : présentation, avantages et inconvénient de leur utilisation en tant que
vecteur

Il existe deux types d'herpés simplex virus humains (HSV), le type I et le type II
(HSV1 et HSV2) qui appartiennent tous les deux a la famille des Herpesviridae et a la
sous-famille des Alphaherpesvirinae. Le HSV2 est un virus pathogene pour 'Homme,
associé aux maladies sexuellement transmissibles. Le HSV1 est aussi pathogene pour
I'Homme et provoque généralement des stomatogingivites ou des infections de la peau
(Levine DP et al, 1980). Le HSV1, aprés infection, suit généralement une voie
rétrograde le long du systéeme nerveux vers la moelle épiniere dorsale ou il reste en
phase latente en attendant une baisse d'immunité. Les virus de l'herpes simplex
humains peuvent infecter une grande variété dorganes comme les muscles, les
poumons, le foie, les 1lots pancréatiques, avec un tropisme particulier in vivo pour les

cellules du systéme nerveux (Lachmann RH et al., 1999 (a)).

Le HSV1 est le plus exploré en thérapie anticancéreuse. C'est un virus d’environ
150 a 200 nm de diametre, constitué de 4 éléments : l'enveloppe, le tégument, la
capside et le génome viral. L'enveloppe est dérivée de la membrane cellulaire et

contient approximativement 12 glycoprotéines essentielles pour l'entrée du virus dans
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la cellule hote. Le tégument est une couche de 10 protéines entre l'enveloppe et la
capside. Ces protéines permettent d'éteindre la synthese protéique de I'hote et
d'activer immédiatement l'expression et l'assemblage des protéines précoces. La
capside icosaédrique est constituée de 7 protéines et contient le génome linéaire double
brin d’environ 152 kb codant 70 a 80 protéines différentes. Le génome de I'HSV est
divisé en une région unique longue (Up) et une région unique courte (Us) qui sont
flanquées de régions terminales répétées (Shen Y et al, 2006). Quatre glycoprotéines
(gX), présentes dans l'enveloppe du virus, sont nécessaires a l'interaction et a 'entrée
du virus dans la cellule hote. L'attachement initial est médié par l'interaction des
protéines gB et gC avec des glycosaminoglycanes et des héparanes sulfates présents a
la surface des cellules (Spear PG et al., 1992). La glycoprotéine gD s'attache alors a un
récepteur cellulaire connu comme étant médiateur de l'entrée des virus de 1'Herpes
(nectine 1-a, 1-b, 2a, 2d ou HveA), qui résulte en la fusion du virion et de la cellule
(Spear PG, 2004). Les gB, gD et le complexe gH/gL sont nécessaires a la fusion et
permettent 'entrée de la nucléocapside dans le cytoplasme (Cai WH et al, 1988 ;
Fuller AO et al., 1989 ; Roop C et al, 1993 ; DeLuca N et al., 1981). Une fois entré
dans le noyau, le génome viral se circularise et est transcrit par I'ARN polymérase de
type II de I'hote. La protéine virale transactivatrice VP16 induit alors 'expression d’'un
grand nombre de génes précoces (génes IE). Ces génes IE (ICPO, 4, 6, 22, 27,...) sont
eux-mémes des régulateurs de I'expression de geénes, entrant dans les mécanismes de
réplication virale et d’encapsidation (Burton EA et al, 2002). La mutation de la

protéine ICP4 entraine la suppression de la capacité réplicative du HSV.

Les virions matures d'HSV sont formés durant différentes étapes comprenant
I'assemblage de la capside dans le noyau de la cellule, l'encapsidation du génome viral
et le transfert dans le cytoplasme, & travers l'appareil de Golgi (Steven AC et al,
1997 ; Homa FL et al, 1997). Le tégument et l'enveloppe sont formés durant le
transfert a travers l'appareil de Golgi. Les particules enveloppées d'HSV sont délivrées
par des vésicules sécrétrices. Le cycle de réplication du virus de 1'Herpes est

généralement complet entre 18 et 20 heures (Shen Y et al., 2006).

Le HSV possede la propriété de pouvoir infecter tres efficacement les cellules
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quiescentes (notamment neuronales) ouvrant ainsi une voie prometteuse vers la
thérapie génique des maladies neurodégénératives. De plus, des vecteurs de virus de
I'herpes déficients pour la réplication ont été développés pour obtenir des virus

quiescents et persistants dans les neurones (Burton EA et al., 2002).

Il existe deux types d' HSV1 utilisés comme vecteur pour la thérapie contre le
cancer : les virus a réplication conditionnée, dans lesquels la délétion d'un géne non
essentiel permet aux virus de préférentiellement infecter, se répliquer et détruire les
cellules cancéreuses (virus oncolytique) et les virus déficients pour la réplication, dans
le génome desquels sont insérés des transgeénes de fagon a inactiver un ou plusieurs
génes viraux essentiels. Ces vecteurs peuvent contenir une cassette d'/ADN étranger de
grande taille, environ 30 kb (Burton EA et al, 2002). Le neurotropisme naturel de
I'HSV1 en fait un vecteur tres attractif pour le traitement des cancers du systeme
nerveux. La thérapie anti-cancéreuse avec le virus HSV1 a surtout été utilisée dans le
cadre de thérapie géne suicide (Spencer DM, 2000). En effet, le géne Ul23 de I'HSV
code pour une thymidine kinase qui peut convertir la prodrogue ganciclovir en
métabolites cytotoxiques qui s'integrent au sein de I'ADN des cellules en division

(cellules cancéreuses) (Moriuchi S et al., 1998).

Les amplicons constituent une autre variété de vecteurs HSV défectifs et non
intégratifs dérivés du HSV-1, pouvant véhiculer jusqu'a 150kpb d'ADN exogéene
(Fraefel C et al., 2000 ; Link CJ et al, 2000). Leur génome ne contient aucun géne
viral, ce qui leur confere une totale innocuité pour les cellules infectées et les animaux
mnoculés. Ils sont basés sur la capacité du HSV1 a assembler un génome défectif
contenant seulement la séquence ori (origine de réplication) et la séquence pac
nécessaire a l'assemblage des particules virales (Sena-Esteves M et al, 2000). D'un
point de vue structural et immunologique, les amplicons sont identiques au virus
HSV-1 sauvage et par conséquent, possedent le méme spectre d'hotes et de tissus. La
différence majeure entre une vecteur amplicon et le HSV-1 réside dans la substitution
du génome d'HSV-1, au sein de la particule virale, par un concatémere d'ADN
plasmidique, qui forme ainsi le génome du vecteur amplicon. Le génome amplicon

dérive d'un plasmide, appelé plasmide amplicon qui correspond a un plasmide
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standard d'Escherichia coli. 11 contient, en plus des séquences transgéniques d'intérét,

une origine de réplication virale (Oris) et un signal de clivage et d'encapsidation

d'HSV-1.

La production d'amplicon fait intervenir plus d'une cinquantaine de protéines
virales nécessaires a la réplication et l'empaquetage du génome amplicon. Le plasmide
amplicon étant dépourvu de genes viraux, les protéines codées par ces genes doivent
nécessairement étre apportées en trans, soit par un HSV-1 auxiliaire, soit par de

I'ADN viral, soit par des cellules transcomplémentantes.

Les vecteurs amplicon ont été utilisés dans la plupart des stratégies
anticancéreuses. Ils sont en effet capables de transférer efficacement des génes dans la
plupart des cellules cancéreuses, in vitro comme in vivo. Cependant comme ils ne sont
pas autoréplicatifs, ils se diluent durant les divisions cellulaires. C'est pourquoi ils
interviennent dans des études qui ont utilisé des méthodes drastiques, comme la

destruction rapide des cellules cancéreuses.

Les vecteurs viraux DISC-HSV (Disabled Infectious Single-Cycle Herpes
Simplex Virus) sont dérivés de 1'HSV-2. Ils sont défectifs pour le géne codant pour la
glycoprotéine H (gH), qui est essentielle pour permettre l'infection des cellules par le
virus, c'est pourquoi ce vecteur ne peut procéder qu'a un seul cycle de réplication. En
effet, la glycoprotéine gH est apportée par des cellules transcomplémentantes et les
virus DISC peuvent infecter et transférer leur matériel génétique a la cellule, mais par
conséquent leur descendance sera non infectieuse. L'innocuité de tels virus a été
démontrée dans des études pré-cliniques (Dilloo D et al., 1997 ; Boursnell MEG et al.,
1997). Les vecteurs DISC peuvent étre utilisés aussi bien in vivo pour des
administrations directes en 1.t. qu' ex vivo pour transduire des cellules tumorales

réadministrées ultérieurement.

ii. Les transgénes

L'exemple choisi est un modele de cotransduction, c'est-a-dire que le vecteur

viral est porteur de plusieurs genes, il s'agit ici de genes exprimant des molécules
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immunostimulatrices.

e L'interleukine 2 : nombreuses sont les études d'immunothérapie 1'utilisant pour

ses propriétés de stimulation de I'i'mmunité antitumorale.

e GM-CSF
e B7-1

Ces molécules ont été choisies car elles ont déa prouvé leur efficacité
immunostimulatrice dans d'autres modéles (Rosenberg SA et al., 1992 ; Dranoff G et

al, 1993 ; Gansbacher B et al., 1990 ; Porgador A et al., 1993).

ili. Résultats

e Les cellules SCCVII produisent in vitro GM-CSF et I1-2

La production de GM-CSF ou d'IL-2 par les cellules SCCVII transduites par
DISC-GMCSF ou par DISC-IL2 respectivement est démontrée par technique ELISA,
24 heures apres la transduction. Cette production est proportionnelle a la quantité de
vecteur viral (MOI= multiplicity of infection). Cela confirme I'efficacité du transfert de

géne par les vecteurs DISC méme dans des cellules quiescentes.

o Effet préventif in vivo du transfert de génes d'immunostimulation

Les animaux sont vaccinés en s.c. avec des cellules SCCVII irradiées qui ont été
transduites par des virus DISC porteurs de différents transgenes codant pour des
molécules d'immunostimulation. Une semaine apres la 3eéme injection, les souris
subissent une épreuve tumorale par injection de SCCVII dans chaque flanc. Les souris
immunisées préalablement avec des DISC contenant des transgenes
d'immunostimulation présentent une réduction significative, avec une amélioration
significative de la survie. Les souris immunisées avec des cellules SCCVII non

transduites ne présentent aucune amélioration sur la croissance tumorale.
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Il est intéressant de noter que les souris immunisées par DISC-GMCSF
présentent la meilleure protection contre la croissance tumorale. De plus, la
vaccination avec GM-CSF seul a montré étre de méme efficacité dans la prévention du
développement tumoral que la vaccination combinant GM-CSF a 1'1-2 ou B7-1, ou les

deux.

o Effet thérapeutique in vivo de DISC-GMCSF

Les auteurs de 1I'étude ont choisi de tester uniquement le DISC-GMCSF dans le
cadre de tumeurs établies, en raison des résultats précédemment obtenus. Des
tumeurs SCCVII sont injectées en s.c. dans le flanc de souris C3H/Hed. Une fois que
les tumeurs ont atteint une taille de 5mm de diametre, le vecteur DISC-GMCSF est

injecté en i.t. et I'inhibition de la croissance tumorale est mise en évidence (Fig 18).

HEAT DISC-GMCSF
DISC-GMCSF

Figure 18 - Effet de 1l'injection de DISC-GMCSF en 1.t. sur des modéles syngéniques de

tumeurs

(Kim SH et al., 2000)

PBS : souris traitée au PBS (groupe témoin).

HEAT DISC-GMCSF : souris traitée avec des virus inactivés par la chaleur.
DISC-GMCSF : souris traitée avec le vecteur.
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c. Autres exemples : ostéosarcomes et lymphomes a cellules B

i. Ostéosarcomes

Comme nous l'avons évoqué précédemment, 1'induction de l'expression de B7.1
par un adénovirus dans des cellules d'ostéosarcome a été montrée in vitro et in vivo
chez un rat et a permis l'induction d'une réponse immunitaire contre les
ostéosarcomes primaires, une protection systémique contre les métastases
pulmonaires, une activation des lymphocytes T CD4+ dans les noeuds lymphatiques
régionaux, mais aussi des CD, NK et une sécrétion dTFN-y (Tsuji H et al., 2002).

Les cellules tumorales d'ostéosarcomes transduites ex vivo pour exprimer B7.1
induisent, une fois réadministrées, une immunité protectrice et curative par
I'activation de CTL dirigés contre les cellules d'ostéosarcome, méme contre celles qui

ne sont pas transduites et n'expriment pas B7.1 (Hayakawa M et al., 1997).

ii. Utilisation d'un vecteur dérivé du virus Epstein-Barr pour transduire des
cellules B tumorales

(Hellebrand E et al., 2006)

Le virus Epstein-Barr (EBV) est un virus herpétique humain qui posséde un
tropisme naturel pour les cellules B : en effet, il les infecte et établit une infection
latente alors que le génome viral demeure extra-chromosomal. Ces caractéristiques
sont intéressantes mais I'EBV est un virus oncogene ; ainsi les vecteurs seront

dépourvus de ses genes lytiques et oncogenes.

L'étude de Hellebrand E et al, a mis en évidence que les vecteurs dérivés du
EBV peuvent transférer le géne codant pour GM-CSF dans des cellules B humaines,
incluant les cellules tumorales B résultant d'une leucémie lymphocytique chronique. Il
s'avere que le GM-CSF exprimé dans les cellules B transduites est biologiquement
actif et stimule les réponses immunitaires. Par conséquent, le vecteur dérivé de EBV
est un bon systeme pour la manipulation des cellules B ex vivo et la thérapie génique

contre les lymphomes des cellules B.
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La culture de cellules tumorales n'est cependant pas aisée et un grand nombre

d'échecs est de ce fait observé (Copier J et al., 2006).

De nombreuses études traitent de l'utilisation de vecteurs viraux afin de faire
exprimer a des cellules tumorales des molécules d'immunostimulation dans le cadre de

I''mmunothérapie antitumorale.

Conclusion de la deuxiéme partie @ Ainsi, nous avons vu dans quelle mesure étaient
utilisés les vecteurs viraux dans le cadre d'une immunothérapie antitumorale. Leur
utilisation ne se limite pas, bien entendu, au domaine des cancers ‘ ils sont l'objet de
recherche et d'avancées en thérapie génique. Par ailleurs, leur utilisation peut étre
combinée a d'autres stratégies de lutte antitumorale @' notamment les thérapies

monoclonales et la virothérapie.
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Troisiéme partie :

Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale : combinaison
avec la virothérapie et la thérapie monoclonale

A. Vectorologie et virothérapie dans I'immunothérapie
antitumorale

I. Virothérapie oncolytique : présentation

La virothérapie oncolytique est récemment apparue comme une approche
valable pour tuer spécifiquement des cellules tumorales (Fig 19). Cette thérapie,
contrairement a celles évoquées jusqu'a présent, utilise des virus réplicatifs qui sont
capables de se disséminer a travers le tissu tumoral pour infecter les cellules voisines.
Ces virus infectent spécifiquement les cellules cancéreuses grace a des marqueurs de
surface ou grace a l'expression intracellulaire de genes liés aux tumeurs. Les virus
utilisés en virothérapie se divisent en deux groupes ; les virus qui ont une activité
oncolytique naturelle, et ceux que l'on fabrique. Les virus naturellement oncolytiques
utilisés en virothérapie sont les réovirus (Alain T et al., 2002 ; Hirasawa K et al,
2002 ; Norman KL et al., 2002), le virus de la maladie de Newcastle (Mullen JT et al,
2002 ; Phuangsab A et al., 2001), le virus de la stomatite vésiculeuse (Stojdl DF et al.,
2000 ; Stojdl DF et al, 2003) et les parvovirus autonomes (Haag A et al, 2000 ;
Herrero YCM et al, 2004 ; Moelher M et al, 2001). Les virus utilisés aprés

modification génétique sont les adénovirus, 'HSV1 et le virus de la vaccine.

Cancer Cell Lysis
and Destruction

Cancerous
Engineered Tissue
Oncolytic Virus

Figure 19 - Présentation schématique de la virothérapie oncolvtique

(d'aprés Cross et Burmester, 2006)
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a. Virus oncolytique : définition

Un virus oncolytique est un virus qui ne se réplique ou n'infecte que les cellules
tumorales en aboutissant a leur lyse tout en épargnant les cellules normales. Il existe
plusieurs virus possédant ces propriétés : certains ont un tropisme préférentiel pour
les cellules tumorales, d'autres sont sélectionnés et/ou génétiquement modifiés dans ce

but.

Historiquement, 1'idée d'utiliser des virus comme agents thérapeutiques contre
le cancer remonte au début du siecle dernier par observation de régression de tumeurs
chez des patients suite a un épisode infectieux viral, ou une vaccination contre la rage.
En effet, au début du sieécle, une patiente atteinte d’'un carcinome de I'utérus a subi
une régression tumorale aprés une vaccination contre la rage. De plus, des rémissions
ont été notées aupres de patients atteints de lymphomes de Burkitt et Hodgkin, apres
une infection naturelle par le virus de la rougeole (Bluming AZ et al., 1971 ; Taqi AM
et al,1981). Des expériences animales ont été menées suite a ces constats dans les
années 1920. Dans les années 1950, des études portant sur l'effet oncolytique de
certains virus sur des tumeurs humaines sont suivies puis abandonnées a cause de
l'effet fugace observé, la croissance tumorale reprenant rapidement apres le

traitement (Newman W et al., 1954).

L'avancée sur les connaissances de base de la virologie, du controle du cycle
cellulaire et la découverte de la technologie de 'ADN recombinant ont permis la
modification génétique du génome viral pour améliorer la sécurité d’utilisation et la
spécificité tumorale, et donc permettre un retour des virus oncolytiques au premier
plan des thérapies anti-cancéreuses. Cette approche fut pour la premiere fois tentée en
1991 avec un herpés virus de type I dans un modeéle de gliome expérimental (Martuza
RL et al, 1991). Le nombre d’études pré-cliniques et cliniques de virothérapie
oncolytique s’est alors tres largement amplifié et cinqg ans plus tard, 1'adénovirus
recombinant Onyx-15 est devenu le premier virus oncolytique a entrer dans un essai

clinique.

Les virus oncolytiques présentent de nombreux atouts qui en font une arme
thérapeutique potentielle contre le cancer : une spécificité tumorale, une capacité

d'induction de mort cellulaire et/ou d'induction d'une réponse immunitaire contres les
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antigenes spécifiques de tumeurs, de stimulation de la production de cytokines ; ajouté
a cela leur faculté a atteindre des zones inaccessibles pour les thérapies

conventionnelles.

Une dizaine de virus sont testés dans des essais cliniques :@ l'adénovirus
Onyx-015 qui est déja utilisé dans des études en phase III pour des tumeurs au
cerveau, l'adénovirus CV706, le virus de la maladie de Newcastle et le virus de
I'HSV1-G207 font partie des virus oncolytiques les plus aboutis et les plus utilisés
(Tableau 2).

b. Différentes activités oncolytiques

L'activité oncolytique peut résulter de différentes propriétés des virus : alors
que certains détruisent directement les cellules tumorales, d'autres dirigent une
réponse immunitaire contre ces cellules, d'autres encore permettent une augmentation
de la sensibilité des cellules tumorales aux thérapies conventionnelles. Enfin, d'autres

peuvent libérer des genes thérapeutiques au sein des tumeurs.

i. Virus oncolytique : caractéristiques idéales

L'efficacité et la sécurité sont des éléments importants a prendre en compte
pour un virus oncolytique utilisé en thérapie. Les virus doivent infecter, se répliquer et
détruire les cellules tumorales humaines. Le virus parental sauvage ne doit pas causer
de pathologie sévere de part son activité intrinséque au niveau des tissus sains et se
doit d’étre bien caractérisé. Un autre aspect au niveau de la sécurité d’utilisation d'un
virus est sa non intégration au sein du génome de la cellule hote ; en effet cette
intégration pourrait induire des dommages imprévus comme des inhibitions ou des
surexpressions de génes (Kinzler KW et al, 1996). Un virus a usage thérapeutique
doit étre génétiquement modifiable (excision ou intégration de génes), pouvoir
incorporer dans son génome une quantité suffisante d’ADN et étre tres stable au

niveau génomique.
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Ces criteres sont tres importants afin d’améliorer I'activité du virus, par ajout
de génes (immunostimulateurs ou suicides) ou pour permettre une réplication et donc
un ciblage spécifique du virus a la tumeur. Un mécanisme d’élimination du virus
serait intéressant en cas de virémie ou de modification post-injection. Finalement, le
virus doit étre facile a produire avec des titres de production assez important (Kinzler

KW et al., 1996).

ii. Oncolyse viro-induite naturelle

Certains virus ont la capacité de conduire a la lyse des cellules tumorales. Leur
réplication leur permet l'invasion des cellules adjacentes, avec une augmentation de la
charge virale, jusqu'a l'intervention d'une réponse immunitaire ou l'absence de cellule

sensible proche.

L'oncotropisme des réovirus et du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) est di
a un défaut dans la voie de la protéine kinase cellulaire (PKR) ou des IFN, qui
normalement bloque la réplication virale dans les cellules infectées. La transformation
cellulaire par activation du proto-oncogene ras engendre une inhibition de la PKR et
permet la réplication des virus dans les cellules infectées. Or, les réovirus humains se
multiplient préférentiellement dans les cellules transformées par l'activation de
l'oncogéne ras (30% des tumeurs environ) (Coffey MC et al., 1998 ; Hirasawa K et al.,
2003). Le VSV étant trés sensible a I'inhibition de la synthése d'’ARNm par l'interféron
a, il se multiplie préférentiellement dans les cellules ayant un défaut dans la voie
d'activation des interférons (Belkowski LS, 1987) ; de plus il a été démontré qu'il se

réplique trés bien dans les tumeurs hypoxiques (Connor JH et al., 2004).

La transformation in vitro de cellules humaines permet certaines étapes
d'infection des parvovirus (amplification de I'ADN viral, expression du génome viral et
lyse cellulaire) (Rommelaere JC, 1991 ; Malerba M et al., 2003). Cet oncotropisme est
a lier avec la prédilection naturelle des parvovirus pour les cellules en prolifération et

peu différenciées.
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Malheureusement, malgré 1'effet oncolytique de ces virus sauvages, qu'il s'agisse
de réovirus, de VSV ou de parvovirus, aucune régression totale et irréversible de la
tumeur n'a été observée. De plus, la réponse immunitaire de 1'héte contre le virus,
acquise suite au traitement ou préalablement acquise, limite l'action oncolytique
(Jackson GG et al., 1973). La biologie moléculaire a permis d'améliorer les propriétés
oncolytiques de virus naturellement oncolytiques ou d'assigner de telles propriétés a

des virus ne les possédant pas initialement.

iii. Induction d'une immunité antitumorale

Certains virus permettent la destruction de cellules tumorales grace a
I'induction d'une réponse immunitaire spécifique ou non. Elle a été découverte par la
combinaison de l'efficacité des virus oncolytiques et une immunité active tumeur-
spécifique en préparant des lysats de cellules tumorales infectées, appelés oncolysats,
utilisés comme préparation thérapeutique (Sinkovics et al, 2000). Un oncolysat
d'influenza PRS8 s'est montré efficace contre des tumeurs ovariennes (Kurukawa et al.,
1989), un oncolysat du virus de la vaccine contre les mélanomes et bien d'autres
induisant une réponse humorale contre les antigenes viraux et les antigenes
spécifiques de tumeurs révélés par l'infection virale (Savage HE et al, 1986). Les
meilleurs résultats sont obtenus dans la prévention de rechutes métastatiques de
mélanomes traités avec un oncolysat de la souche 73T du virus de Newcastle (Cassel

et al., 1992).

Cet effet provient du fait que certaines protéines virales rétablissent
I'immunogénicité des cellules tumorales en induisant une immunité antitumorale
spécifique qui permet la régression de la tumeur et une protection a long terme contre
une récurrence éventuelle. En effet, l'infection virale des cellules tumorales peut
induire la production de facteurs diffusibles capables d'activer les CPA (Moehler M et
al., 2003). De plus, 1'expression conjointe de molécules du CMH-1 et d'antigénes viraux
a la surface des cellules cancéreuses infectées peut induire une réponse CTL
spécifiquement dirigée contre ces cellules. L'action lytique propre des virus est donc
renforcée en favorisant la syntheése et la présentation d'antigenes spécifiques de

tumeurs, ainsi qu'en activant une réponse immunitaire antitumorale. En outre,
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I'infection des cellules tumorales peut les sensibiliser a certains facteurs cytotoxiques
produits par les cellules effectrices : cas du TNFa et des cellules exprimant la protéine

adénovirale E1A (Miura TA et al., 2003).

Néanmoins, cette réponse immunitaire induite est a double tranchant

puisqu'elle réduit le nombre de virus et donc l'efficacité du traitement.

iv. Augmentation de la spécificité d'autres thérapies

La sensibilité des cellules néoplasiques a la chimiothérapie ou la radiothérapie
peut étre augmentée par l'infection de virus oncolytiques. Les médicaments utilisés
généralement pour tuer les cellules tumorales se révelent plus ou moins toxiques pour
les cellules normales, qui répondent au traitement généralement en entrant en
apoptose ou en stoppant le cycle cellulaire via 'activation de suppresseurs de tumeurs
comme pbd3 ou pRB, ce qui permet de limiter la propagation des substances
médicinales dans le tissu sain. L'activation de p53 est aussi une réponse qui limite la
propagation du virus dans les cellules voisines. Certains virus induisent une
surexpression de p53, ce qui meéne a une protection des cellules dont la voie de
signalisation de p53 est active contre les agents thérapeutiques, contrairement aux
cellules tumorales ayant un défaut de la voie d'activation de p53 qui se voient toujours

sensibles aux thérapies.

c. Spécificité antitumorale des virus oncolytigues

Certains virus se sont adaptés et ont évolué pour modifier le phénotype des
cellules infectées afin d'assurer au maximum leur réplication et leur survie. Les
changements cellulaires induits par I'infection virale sont étrangement et étroitement
similaires aux changements cellulaires acquis durant la carcinogenese telles que
I'inactivation de p53, I'inhibition de l'apoptose ou l'activation de cycle mitotique
cellulaire. Il n’est donc pas trés surprenant de constater un ciblage tumoral naturel de

certains virus ou apres modifications génétiques.
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Quatre approches sont généralement décrites afin d’obtenir une réplication

conditionnée a la tumeur :

utilisation de virus naturellement tumeur-spécifiques (le réovirus (RV), le

virus de la maladie de Newcastle (NDV), Vesicular Stomatitis Virus (VSV)

(Coffey MC et al., 1998 ; Stojdl DF et al., 2000)) ;

- excision de génes (Herpés Simplex Virus (HSV), virus de la vaccine) ou de
régions fonctionnelles (adénovirus) nécessaires a la réplication et/ou la
toxicité dans les cellules normales mais dont la fonction est complémentée
dans les cellules tumorales (Martuza RL et al., 1991 ; Mastrangelo MJ et al.,
2000 ; Bischoff JR et al., 1996 ; Heise C et al., 2000) ;

- 1insertion de promoteurs spécifiques de tumeurs ou de tissus dans le génome
viral pour limiter 'expression de genes ou tout simplement la réplication du
virus a4 la tumeur (promoteur de la télomérase) (adénovirus et HSV)
(Hallenbeck PL et al., 1999 ; Miyatake SI et al., 1999) ;

- modification des protéines de surface du virus afin de cibler spécifiquement

la tumeur (adénovirus et poliovirus) (Wickham TJ et al., 1997 ; Alemany R et

al., 2000).

La spécificité antitumorale des virus oncolytiques peut prendre différentes
formes : il y a d'une part l'entrée spécifique des virus dans les cellules tumorales et,

d'autre part, la réplication sélective dans les tumeurs.

i. Entrée dans les cellules tumorales spécifiquement

La premiére méthode de spécificité repose en l'existence (ou la création) d'un
tropisme d'entrée afin que le virus oncolytique n'infecte que les cellules tumorales : il
s'agit par exemple d'un peptide fixé a la surface des virions qui sera reconnu par les
cellules tumorales. On peut également modifier les protéines de surface des virus afin
de les rediriger et spécifier leur infection sur des types cellulaires. La fibre du penton
des adénovirus se lie au récepteur CAR (coxsackie and adenovirus receptor) présent
sur divers types cellulaires ; il est exprimé de facon inversement proportionnelle a la

malignité des cellules (i Y et al, 1999). Ainsi les adénovirus auront tendance a

naturellement infecter les cellules normales. Néanmoins, ce rapport peut étre inversé
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en modifiant cette molécule. Des anticorps biclonaux ont été construits pour lier la
fibre a un récepteur tres fortement exprimé sur les cellules transformées, par exemple
le récepteur de croissance épidermique EGFR. Ce qui redirige les adénovirus vers les
cellules transformées (Hemminki A et al, 2001). Le géne correspondant a cet
« adaptateur » protéique est transporté par le virus, il est exprimé par les cellules
infectées, puis le produit lie d'une part la fibre du virus et d'autre part I'EGFR. Il en
résulte une amplification de l'infection des cellules portant EGFR et une protection

des cellules non tumorales exprimant CAR (Shayakhmetov DM et al., 2002).

Une autre méthode consiste a créer des adénovirus avec une chimere des fibres
des sérotypes 5 (plus couramment utilisé) et 3, qui se lie & un récepteur différent du
CAR, ainsi les virus oncolytiques créés, sérotype 5 initial mais avec une fibre chimere,

peuvent lyser des tumeurs déficientes en CAR (Rivera AA et al., 2004).

ii. Réplication conditionnelle

Une autre approche de la spécificité des virus oncolytiques est de ne rendre leur
réplication possible que dans les cellules tumorales : il existe, a ces fins, différentes

méthodes.

e Suppression de génes indispensables a la réplication

Il est possible de supprimer du génome viral des genes dont le produit de
l'expression est indispensable a la réplication dans les cellules normales mais
dispensable dans les cellules tumorales. L'adénovirus oncolytique Onyx-015
représente un bon modéle de cette stratégie (Heise C et al, 1997). Il s'agit d'un
adénovirus mutant créé a partir d'une chimere des sérotypes 3 et 5, délété pour le gene
FE1B-55kD . Lorsque qu'un adénovirus sauvage infecte une cellule humaine normale,
la protéine E1B-55kD, résultat de l'expression de E1B-55kD, inhibe la protéine p53 et
empéche un suicide cellulaire, permettant alors la poursuite de l'infection virale. Ainsi,
Onyx-015 ne peut pas échapper au suicide des cellules normales ; sa propagation est

donc limitée dans les tissus a pb3 active, car la cellule primo-infectée meurt
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précocement (Nemunaitis J et al., 2000). En revanche ce virus peut se répliquer et se
propager dans les cellules ayant une défaillance dans la voie de p53, a savoir les
cellules tumorales. Néanmoins il a été prouvé qu'Onyx-015 pouvait infecter et se
répliquer dans des cellules tumorales ayant une voie p53 fonctionnelle (Goodrum FD
et al., 1998) ; par la suite, il a été démontré que ces cellules présentaient une p14ARF
inactive (autre suppresseur de tumeur qui a un réle dans la stabilisation de la p53)
(Ries SJ et al., 2000). Onyx-015 apparait donc comme un agent oncolytique pour les

cellules tumorales ayant une quelconque défaillance dans la voie d'activation de p53.

Une autre protéine adénovirale a fonction sélective est la protéine E1A qui
inhibe l'action de la protéine pRB (comme E1B-55kD et p53) ainsi qu'un cofacteur de
p53 (p300/CBP).

La protéine E4ORF6 inhibe aussi, mais a un moindre degré, la p53.

Ainsi les cellules tumorales possédant une défaillance dans la voie de

signalisation p53 permettent la réplication virale et sont, par conséquent lysées.

e Insertion d'un promoteur tumeur-dépendant

Une autre approche consiste a insérer dans le génome viral un promoteur
tumeur-spécifique pour controler l'expression de genes nécessaires a la réplication. Ce
concept a été développé sur un mutant adénoviral oncolytique pour lequel un
promoteur dérivé du géne de l'alpha-feetoprotéine (AFP) controéle I'expression de E1A
(Hallenbeck PL et al., 1999). Ce mutant se réplique alors préférentiellement dans les
cellules exprimant les activateurs naturels du promoteur de I'AFP. L'AFP est une
protéine largement exprimée dans de nombreux tissus au cours du développement,
mais a l'état adulte, on la retrouve dans des tumeurs hépatiques et intestinales.
L'infection de ces tumeurs par un tel mutant engendre une survie des cellules

tumorales diminuée de 50%, avec une toxicité minime pour les cellules n'exprimant

pas I'AFP.

Il existe d'autres mutants construits pour obtenir des résultats similaires (Ii Y et al.,

2001). Le mutant CV706 posséde le promoteur de l'antigéne spécifique de la prostate
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(PSA) pour contrdler E1A et est utilisé dans des essais cliniques en phase I et II ;
apres injection directe dans la tumeur, une régression de 30 a 50% est observée apres

une semaine (De Weese TL et al., 2001).

e Autres modeéles indépendants de réplication conditionnelle

Le virus de la vaccine est capable d'infecter et de détruire les tissus humains
tres efficacement. Il est donc nécessaire de modifier le virus afin de cibler cette
réplication et de la rendre aussi tumeur spécifique que possible, ceci dans le but
d'obtenir un virus oncolytique a fort potentiel. L'enzyme thymidine kinase catalyse la
phosphorylation de la thymidine en thymidine monophosphate, un précurseur de la
synthése des desoxyribonucléotides (notamment de thymidine triphosphate)
nécessaire a la synthese d'ADN et donc a la réplication cellulaire ou virale. Tandis que
la thymidine kinase virale est nécessaire a la réplication du virus dans les cellules
normales quiescentes, ou la concentration de nucléotides est faible, cette enzyme n'est
pas nécessaire dans les cellules tumorales, présentant une expression accrue de
thymidine kinase et donc, une forte concentration de désoxyribonucléotides (Buller
RM et al., 1985). La réplication du virus de la vaccine, délété du géne de la thymidine
kinase, est donc conditionnée aux cellules en division et donc en particulier aux
cellules tumorales. Ce type de virus a démontré un ciblage tumoral dans de nombreux
modeles animaux, notamment des modéles murins de tumeur de colon et de
mélanome, des sarcomes de rat ainsi que des modéles tumoraux de lapin (Gnant MF

et al. 1999 ; McCart JA et al., 2000).

Le virus de la poliomyélite, neurotrope, infecte les neurones moteurs de la
moelle épiniére. En remplacant un élément de son génome, I'1RES (internal ribosome
entry site), qui permet la traduction des ARNm viraux non coiffés, par un IRES de
rhinovirus humain, sa spécificité neurale est perdue et le virus ne se propage plus que

dans les cellules gliales cancéreuses (Gromeier M et al., 2000).
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Certaines souches virales de la lignée Edmonston du virus de la rougeole
semblent sélectivement oncolytiques pour de nombreuses tumeurs lymphoides et non
lymphoides. Cette capacité est due a une mutation d'une glycoprotéine virale
d'attachement, lui permettant de se lier au facteur CD46, largement représenté a la

surface des cellules cancéreuses (Anderson BD et al., 2001).

Alors que la virothérapie oncolytique se focalisait sur 1'utilisation de virus pour
tuer des cellules tumorales directement, d'autres études se sont penchées sur la
combinaison avec l'i'mmunothérapie pour améliorer la réponse antitumorale. L'une de
ces approches est d'utiliser des cellules tumorales infectées par un virus oncolytique
(ce qui donne des oncolysats) afin d'augmenter l'antigénicité du tissu tumoral et par
conséquent, provoquer une réponse immunitaire systémique contre des antigenes
spécifiques de tumeur (Savage HE et al., 1986). Nous nous intéresserons, ici, aux virus
oncolytiques utilisés comme vecteur viraux pour apporter, en plus de leur activité

oncolytique, une activité immunomodulatrice ou vaccinale.

Il. Virus oncolytiques et immunostimulation

a. Stratégie

L'intérét de cette approche est que l'expression de genes de molécules
d'immunostimulation dans les cellules tumorales, délivrés par des virus oncotropes, va
stimuler I''nflammation et la réponse immunitaire contre ces cellules, et augmenter
I'effet de ces virus oncolytiques. Des genes codant pour le facteur de nécrose tumorale,
(un ligand induisant l'apoptose), le smac (second mitochondria-derived activator of
caspases), Fas-ligand, GM-CSF et mda/IL24 ont été incorporés dans des adénovirus
oncolytiques. La régression tumorale a été observée sur des tumeurs établies dans des
modeéles animaux (Bristol JA et al., 2003 ; Bernt KM et al., 2002 ; Zhao L et al., 2005 ;
Nanda D et al.,, 2005 ; Pe1 Z et al., 2004 ; Liu XY et al., 2005 ; Qiao J et al., 2002 ; L1 X
et al., 2007).
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L'objectif est d'ajouter a la fonction oncolytique du virus une fonction

immunostimulatrice permettant d'accroitre la réponse antitumorale.

b. Exemple : utilisation d'un adénovirus a réplication conditionnelle porteur du
géne mda-7/IL-24

(Luo J et al., 2008)

Cette étude rapporte la création d'un vecteur adénoviral oncolytique dans
lequel l'expression du transgene est controlée par un promoteur endogene,

apparaissant lors de la réplication du virus.

Pour la plupart des constructions, les génes thérapeutiques sont controlés par
des promoteurs constitutifs exogeénes ; par conséquent l'expression de ces génes dans
les tissus normaux peuvent induire des effets indésirables, méme si1 les virus
oncolytiques ne se répliquent finalement pas dedans. D'autre part, une expression
inappropriée de genes thérapeutiques pendant le cycle de réplication du virus peut
affecter la réussite de cette réplication (Mi J et al, 2001 ; Akbulut H et al., 2003).
Ainsi, les transgenes sous controle de promoteur exogene peuvent conduire a une

expression imprévisible de génes étrangers durant 1'infection virale.

De récentes études ont exploré la possibilité de controler l'expression de
trangénes par des promoteurs endogénes adénoviraux (Rivera AA et al., 2004 ; Carette
JE et al., 2005 ; Hawkins LK et al, 2001 ; Jin F et al, 2005 ; Bauzon M et al., 2003).
Les génes E3 ou génes codant pour la fibre ne sont exprimés qu'au moment du cycle de
réplication apreés l'infection par I'adenovirus (Young CS, 2003 ; Wold WS et al., 1995) ;
on peut donc s'attendre a ce que le transgene, placé a ce niveau, ne puisse étre

exprimé que dans les cellules tumorales si le virus oncolytique s'y réplique.

i. Adenovirus oncolytiques

Les adénovirus sont les virus modifiés les plus étudiés en tant que virus
oncolytiques notamment les sérotypes 2 et 5. Comme nous l'avons vu, le premier virus

a réplication conditionnelle utilisé chez 'Homme est un adénovirus, ONYX-015 ou
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dl520 (Onyx Pharmaceuticals, Emeryville, CA). Ce virus est une chimére entre le
sérotype 2 et 5, mutée dans la région E1B résultant dans la non expression de la
protéine E1B-55kD. Il a été démontré que le virus ONYX-015 se réplique efficacement
dans les cellules défectueuses pour la protéine pb53 et permet la régression de
xénogreffes de tumeurs humaines implantées dans des souris (Bischoff JR et al,
1996 ; Rogulski KR et al., 2000). Cependant de nombreuses études ont contredit le
mécanisme sélectif de TONYX-015, basé sur la possibilité de réplication de ce virus
dans des cellules avec une protéine p53 fonctionnelle (Goodrum FD et al, 1998 ;
Rothmann T et al, 1998). D'autres études ont démontré une réplication du virus
ONYX-015 dans des cellules primaires épithéliales, pour lesquelles les composants de
la voie d'activation de p53 étaient actifs. La spécificité de réplication de 'ONYX-015
n'est donc pas corrélée avec l'activité de p53 mais est basée sur la capacité supérieure
des tumeurs a exporter les ARN tardifs du virus dans le cytoplasme permettant ainsi
une réplication efficace de 'ONYX-015 (O'Shea CC et al., 2004).

En s'appuyant sur les données cliniques du virus ONYX-015, I'efficacité du virus
H101 (Sunway ; Shangai, Chine), un virus également délété du géne E1B-55K, fut
testé par injection intratumorale a des patients présentant un cancer de la téte et du
cou ou des carcinomes du pharynx (Yuan ZY et al, 2003). Les résultats furent
quasiment identiques a ceux du virus ONYX-015 (Lu W et al, 2004). Cependant, une
phase III comparant la chimiothérapie et la combinaison chimiothérapie/H101 dans le
cancer du cou et de la téte, a démontré une réponse supérieure statistiquement
significative pour la combinaison (Xia ZJ. et al, 2004). Les résultats de survie et de
bénéfice clinique a long terme ne sont toujours pas disponibles, cependant H101 a regu
une autorisation de mise sur le marché en 2005, en Chine, dans une indication des

cancers de la téte et du cou.

Dans cette étude, 1'adénovirus oncolytique utilisé est 'AdCN103 ayant pour
promoteur de E1A délété de CR2 celui de hTERT(Zhang W et al, 2007). Ainsi ce
vecteur ne se réplique que dans les cellules tumorales présentant une sur expression
de hTERT et une dysfonction du rétinoblastome. Rappelons que la hTERT est la sous-
unité catalytique de I'holoenzyme télomérase. Il s’agit d'une transcriptase reverse

normalement exprimée dans les cellules souches et la majorité des cancers. Il s'agit

129



donc d'un virus oncolytique a réplication conditionnelle pour qui deux conditions

doivent étre réunies, ce qui augmente la sécurité de son utilisation.

ii. Le transgéne : mda-7/IL24

I1 a été démontré que l'interleukine 24, appelée également melanoma
differenciation associated gene 7 (mda-7), exerce une importante activité
antitumorale. En effet, le mda-7 est un géne suppresseur de tumeur multifonctionnel,
qui induit I'apoptose des cellules tumorales par de nombreux mécanismes (Fisher PB
et al., 2003 ; Saeki T et al., 2000 ; Su ZZ et al., 1998 ; Su Z et al., 2001 ; Lebedeva IV et
al, 2002 ; Madireddi MT et al, 2000 ; Sauane M et al., 2003 ; Sauane M et al., 2004)
mais pas dans les mélanocytes normaux, les cellules endothéliales, les cellules
épithéliales de prostate et mammaires et les fibroblastes de la peau (Saeki T et al.,
2000 ; Su ZZ et al,1998 ; Lebedeva IV et al, 2002 ; Madireddi MT et al., 2000). De
plus, il présente des fonctions antiangiogénique et immunostimulatrice. On le nomme
également IL-24 en raison de ses fonctions immunostimulatrices et de son homologie
avec 1'IL-10 (Nishikawa T et al, 2004 ; Saeki T et al., 2002 ; Caudell EG et al., 2002).
Le géne mda-7 code pour une protéine de 206 acides aminés avec une masse

moléculaire de 23,8kDa (Mhashilkar AM et al., 2001).

Pour ses propriétés tres intéressantes, ce géne a tres souvent été utilisé dans
des recherches de lutte antitumorale mettant en ceuvre des virus oncolytiques. Par
exemple, Zhao L et al. ont fait porter ce transgene a un adénovirus ZD55 et ont prouvé
son efficacité antitumorale sur un modéle animal de cancer du colon (Zhao L et al,
2005). En 2006, c'est dans un modeéle de cancer ovarien qu'est testé l'efficacité de ce

transgéne porté par un adénovirus oncolytique (Mahasreshti PJ et al., 2006).

ili. Résultats

e Construction des vecteurs oncolytiques

Deux vecteurs oncolytiques sont construits, a partir de ' AACN103 ;

- AdCN205-EGFP : la région 6,7K/gp19k du géne E3 est remplacée par le gene EGFP
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(enhanced green fluorescent protein) qui est un marqueur fluorescent ;
- AdCN205-IL-24 : le géne mda-7/IL-24 remplace le méme gene que précédemment
(fig 20)

ITR ITR
- VRN -

[ hTERT | [[E1A ] ["E3 6.7KIgp19K | AdCN103
CR2 deletion | EGFP | AdCN205-EGFP
[_Mda-7/L-24 | AdCN205-1L-24

Figure 20 : Structure schématique de AACN103, AACN205-EGFP._AdCN205-1L-24
(Luo J et al., 2008)

Ainsi, pour ces deux vecteurs, l'expression des transgenes dépend du promoteur

endogene du gene E3.

e Expression des transgenes apres infection des cellules par les virus

Des cellules tumorales (SW620 et BEL7404) et normales (QSG et MRC5) sont
infectées par AdCN205-1L-24 pour évaluer la cinétique de l'expression d'IL-24. Les
données montrent que 1'1L-24 peut étre détectée 6 heures apres l'infection des cellules
tumorales, avec une augmentation constante de cette expression jusqu'a 24h, puis
maintenue a un haut niveau jusque 96h. En revanche, aucune expression d'IL-24 n'est
détectable jusqu'a 72h apres l'infection dans les cellules normales ; apres, de faibles
niveaux d'IL-24 peuvent étre percus (Fig 21.A) . En revanche, des cinétiques similaires
sont observables dans les cellules normales et tumorales infectées par un adénovirus
porteur du géne de 1'1L.-24, contr6lé par un promoteur de cytomégalovirus Ad-1L24 (Fig

21.B).

Il faut noter que le niveau d'expression d'IL-24 est quatorze fois plus élevé dans

les cellules tumorales infectées par AACN205-1L-24 que celles infectées par Ad-IL-24.
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Le haut niveau d'expression de I'EGFP est seulement observé dans les cellules
tumorales accompagné d'effets cytopathiques, alors que dans les cellules normales, on

observe peu ou pas de EGFP aprés l'infection par AACN205-EGFP (Fig 21.C).
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Figure 21 : Expression du transgene dans les cellules tumorales (SW620 et BEL7404)
et cellules normales (QSG7701 et MRC-5) aprés infection par des adénovirus
oncolytiques AACN205-1L-24 ., Ad-IL24 ou AACN205-EGFP

(Luo J et al., 2008)
A. Niveau d'IL-24 dans les cellules infectées par AACN205-1L-24.
B. Niveau d'IL-24 dans les cellules infectées par Ad-1L24.

C. Résultats de fluorescence obtenue de cellules BEL7404 et MRCS5 infectées par
AdCN205-EGFP. (grossissement 200).
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e Réplication conditionnelle des vecteurs adénoviraux oncolytiques in vitro

La descendance des virus est testée afin de savoir si la délétion de E3
6.7K/gp19K et l'insertion du transgene mda-7/IL-24 a altéré la capacité de réplication
virale. Comme le montre la figure ci-apres, la production virale pour les AACN205-
EGFP et AACN205-I1L-24 est identique a celle observée pour AACN103 et Ad-Wt
(adénovirus sauvage) dans les cellules tumorales. La production virale d'Ad-IL-24 est

significativement plus faible que les virus oncolytiques dans les cellules tumorales (Fig

22).

La production de virus AACN205-EGFP, AdCN205-11.-24 et AACN103 dans les
cellules normales est plus élevée que la production de virus Ad-IL-24 mais bien moins
que pour le virus sauvage. Ainsi le remplacement du gene E3 6.7K/gp19K par le gene
thérapeutique IL-24 ou le géne marqueur EGFP n'interfére pas avec la réplication et

production virale dans les cellules tumorales.
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Figure 22 : Réplication conditionnelle de vecteurs adénoviraux oncolyvtiques in vitro

(Luo J et al., 2008)
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e Cytotoxicité des vecteurs adénoviraux oncolytiques dans les cellules tumorales

in vitro

Pour déterminer la capacité des vecteurs oncolytiques portant mda-7/IL-24 a
détruire les cellules tumorales, des évaluations de cytotoxicité sont effectuées apres

I'infection par les virus oncolytiques.

Ad-IL-24, 1' adénovirus a réplication défective induit une cytotoxicité faible sur
les cellules tumorales, alors que AACN205-EGFP et Ad-Wt induisent une cytotoxicité
indéniable. L'effet de AACN205-I11.-24 est plus important que le virus sauvage ou
AdCN205-EGFP. Par ailleurs, AdCN205-EGFP, AdCN205-IL-24 et Ad-1L-24

n'induisent pas de cytotoxicité dans les cellules normales.

Ces résultats suggerent que AdCN205-EGFP et AACN205-IL-24 peuvent se
répliquer sélectivement dans les cellules tumorales et le fait d'apporter IL-24 révele

une meilleure efficacité pour tuer les cellules tumorales.

e Activité antitumorale de vecteurs adénoviraux oncolytiques dans un modéle

animal avec des tumeurs établies BEL7404

Afin de connaitre le potentiel antitumoral des vecteurs, des souris nudes
inoculées de cellules (1.10%) BEL7404 (cellules d'hépatome), recoivent des injections i.t.
de Ad-IL-24, AdCN205-EGFP, AdCN205-IL-24 et Ad-Wt. Les animaux témoins
recevant du PBS présentent une croissance tumorale progressive. Le traitement avec
Ad-1L-24 donne une inhibition mineure de la croissance tumorale. Les Ad-Wt et
AdCN205-EGFP exercent une activité antitumorale forte similaire, alors que le
traitement avec 1' AACN205-IL-24 donne une plus forte inhibition de la croissance
tumorale tres significativement différente de celles obtenues par Ad-Wt et AACN205-

EGFP. Deux des huit animaux traités avec ce vecteur présentent une régression
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compléte (Fig 23.A).

Le traitement avec AACN205-IL-24 conduit a une survie a long terme (Fig 23.
B).

Les analyses immunohistochimiques ont montré que l'expression de IL.-24 était
observable seulement dans des sections de tumeurs provenant d'animaux traités avec
Ad-IL-24 et AdCN205-IL-24. Seulement la densité observée d'IL-24 est plus
importante pour les animaux traités par AACN205-1L-24.

Les analyses pathologiques ont révélé des aires de nécrose plus ou moins
importantes selon le traitement recu. Le traitement avec I'AdCN205-11.-24 donne les
zones de nécrose tumorale les plus importantes.

Afin de vérifier que la réplication tumorale ne s'effectue que dans les cellules
tumorales, des sections de foie ont été prélevées afin de détecter les éventuelles
présences d'hexons adénoviraux. Aucun signal d'hexon n'a été détecté sauf dans les
sections de foie provenant d' animaux traités avec le virus sauvage. Cette étude met
donc en évidence que le traitement avec des vecteurs oncolytiques adénoviraux,

n'induit pas de réplication virale dans les cellules normales.
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Figure 23 @ Activité antitumorale de vecteurs oncolytiques dans des tumeurs établies.
dans un modéle animal

(Luo J et al., 2008)

e Conclusions de cette étude

En raison de la complexité génétique et phénotypique des cellules cancéreuses
et de leurs multiples anomalies (El-Serag HB et al., 2007), il apparait évident qu'un
simple adénovirus oncolytique seul est insuffisant pour une éradication compléte des
tumeurs malignes. Armer un virus oncolytique avec un gene thérapeutique est devenu
une voie importante dans la lutte antitumorale (Hermiston TW et al, 2002). Des
essals cliniques mettant en ceuvre des adénovirus défectifs pour la réplication et
exprimant IL-24 ont prouvé leur innocuité et des réponse partielles (Cunningham CC
et al., 2005 ; Tong AW et al., 2005).

Cette étude présente donc une approche antitumorale avec deux stratégies de
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thérapie génique : un virus oncolytique ne se répliquant que dans le tissu tumoral et
I'expression de cytokine IL-24 induisant l'apoptose, molécule immunostimulatrice et
anti-angiogénique. L'expression du transgene dépendant entierement du bon
déroulement de la réplication du virus oncolytique (promoteur endogéne de E3), il
apparait crucial que la spécificité du vecteur soit réelle. C'est pourquoi 'AdCN103 est
choisi @ 1l ne se réplique qu'en présence de hTERT et une dysfonction du
rétinoblastome.
Les résultats montrent :
- AdCN205-IL.-24 exerce une cytotoxicité dans les cellules tumorales plus
importantes que Ad-Wt ou AACN205-EGFP ;
- AdCN205-EGFP et Ad-Wt exercent la méme cytotoxicité a l'égard des cellules
tumorales ;
- AdCN205-IL-24 et AACN205-EGFP n'induisent pas d'effet cytopathique sur les
cellules normales ;
- une puissante activité antitumorale est observable dans le modele animal ;
- la présence de transgene n'affecte pas la capacité des virus oncolytiques a se
répliquer et exercer leur effet oncolytique ;
- l'addition de l'expression d' IL-24 a l'activité oncolytique provoque la synergie des

deux stratégies antitumorales.

Ainsi ces données indiquent que le nouveau vecteur AACN205-1L-24 se présente

comme un vecteur puissant et non nuisible pour la thérapie anticancéreuse.

c. Bilan et perspective

Les études montrant que des virus oncolytiques armés de cytokine ou molécule
de co-stimulation augmentent significativement l'activité antitumorale sont
nombreuses ; en effet, 1l a été démontré une augmentation de la réponse antitumorale
in vitro et In vivo lorsque un adénovirus oncolytique porte un gene
d'immunostimulation comme le GM-CSF (Bristol JA et al., 2003) ou un IFN humain

(Zhang JF et al., 1996) par rapport au virus oncolytique seul.

De méme qu'avec les vecteurs non réplicatifs, il est possible de faire exprimer
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aux virus oncolytiques plusieurs transgenes dans le but d'améliorer l'effet obtenu.
L'IL-12 et B7-1 portés pas un adénovirus oncolytique ont augmenté la réponse
antitumorale dans un modéle murin (Lee YS, et al, 2006). Une autre étude a mis en
évidence l'amélioration de la réponse immunitaire induite par un adénovirus
oncolytique porteur des genes GM-CSF et B7-1 avec une régression plus importante
des tumeurs par rapport a l'utilisation d'un vecteur adénoviral non-réplicatif porteur
de ces mémes génes (Choi KJ et al., 2006). Des virus oncolytiques dérivés de I'HSV-1
utilisés en tant que vecteur de I'IL-4 (Andreansky S et al., 1998) ou 1'IL-12 (Parker JN
et al, 2000 ; Wong RJ et al, 2001) ont démontré une importante amélioration de la
réponse antitumorale en comparaison avec les mémes virus oncolytiques non porteurs

de cytokines.

Nombreux sont les essais pré cliniques de cette double stratégie mis en place sur
des modeles animaux, alors que les essais cliniques humains se font plus rares. En
avril 2009 ont été publiés les résultats d'un essai clinique de phase I, étudiant un
adénovirus oncolytique porteur du GM-CSF sur des patients atteints de cancers de la
téte et du cou. L'adénovirus utilisé est KH901 : 1l se réplique dans les cellules
tumorales exprimant la telomerase, et exprime GM-CSF. Le traitement en i.t. est bien
toléré avec pour principal effet toxique des symptomes grippaux, et est associé a une

activité biologique (Chang J et al., 2009).

Un essai clinique de phase I a été réalisé pour le traitement intra-tumoral de
mélanomes par une souche Wyeth de virus de la vaccine délété pour le gene de la
thymidine kinase et exprimant le géne immunostimulateur GM-CSF (Mastrangelo MJ
et al, 2000). L'ARNm du GM-CSF et une réplication virale ont été détectés dans la
majorité des biopsies. L'expression de genes viraux était encore détectable 7 mois
apres le début du traitement. Des réponses tumorales objectives ont été observées chez
5 des 7 patients. De plus, 4 patients présentant des métastases dermiques non
injectées ont montré des régressions au niveau de ces métastases infiltrés par des
cellules T. Deux patients ont connu une réponse compléte locale et/ou distante et n'ont

plus de mélanome 1,5 et 6 ans aprés le traitement (Liu TC et al., 2007).
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Une autre stratégie consiste a charger les virus oncolytiques avec des antigenes
spécifiques de tumeur dans le but d'obtenir en plus de l'oncolyse viro-induite, une

réponse immunitaire spécifique antitumorale.

lll. Virus oncolytiques et vaccination

Les cancers a un stade avancé et métastasés, sont difficiles a traiter et ne se
guérissent que rarement ; le constat d'échec des thérapies actuelles pousse la
recherche a s'orienter dans de nombreuses voies pour tenter de controler 1'évolution de
la maladie. L'utilisation de virus oncolytiques en tant que vecteur d'antigene tumoral

représente une stratégie prometteuse.

a. Stratégie

Il s'agit d'utiliser des virus oncolytiques en tant que vecteur de genes codant
pour des TAA ; le principe est le méme qu'avec les vecteurs viraux n'ayant pas
d'activité oncolytique, mais ici c'est 1'addition de deux stratégies thérapeutiques qui

est mise en place.

Des virus oncolytiques codant pour des antigénes spécifiques de tumeurs ont été
utilisés dans de nombreuses stratégies vaccinales antitumorales afin de provoquer une

réponse immunitaire, dans des essais précliniques.

a. Exemple : utilisation du virus de la vaccine recombinant en tant que vaccin
antitumoral

(Chuang C et al., 2009)

i. Virus de la vaccine : un virus oncolytique

Le virus de la vaccine est surtout connu pour le réle qu’il a joué comme vaccin
dans I'éradication de la variole humaine. Ce virus présente des caractéristiques tres

Iintéressantes pour son utilisation en tant qu’agent thérapeutique anti-cancer :
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- 1l est capable d'infecter, de se répliquer et de détruire de nombreux types
cellulaires humains ;

- il cible de fagon naturelle les cellules tumorales ;

- il posséde un large génome permettant l'insertion de grand fragment d'ADN ;

- les avancées technologiques ont permis la modification du virus aux niveaux
génomique et phénotypique ;

- il possede une grande immunogénicité capable d'améliorer 1'efficacité de la
réponse immunitaire anti-cancéreuse ;

- son profil pathogeéne est faible et connu suite a son utilisation dans

l'éradication de la variole.

Toutes ces caractéristiques en font un vecteur tres étudié dans le cadre de
thérapies anti-cancéreuses. Historiquement, ce vecteur a été utilisé, dans un premier
temps, en tant que transporteur d'antigéenes tumoraux ou de molécules
immunostimulatrices, dans le développement de vaccins anti-cancéreux. Plus
récemment, le virus de la vaccine a été utilisé en tant que vecteur oncolytique grace a
sa réplication dite « tumeur spécifique». Cette derniére propriété permet ainsi
I'utilisation de ce virus en tant que vecteur délivrant des genes thérapeutiques au sein

de la tumeur.

Le virus de la vaccine a tout d'abord été utilisé dans le traitement du cancer en
tant que virus sauvage. Des injections intra-tumorales ont démontré une efficacité
significative et reproductible dans de nombreux essais cliniques (Milton GW, 1964).
Ces réponses furent, dans certains cas, durables, compleétes et distantes du site
d'injection. Les résultats de trois premiers essais cliniques sur 44 patients atteints de
mélanome métastasique ont montré des réponses completes sur 25 patients au niveau
du site d'injection (Mastrangelo MJ et al., 2000 ; Hunter-Craig I et al., 1970 ; Drabick
JJ et al., 2001). Ce traitement a permis la disparition compléte de la maladie sur 6
patients apres 2 ans. De méme, un rapport concernant 4 patients atteints de
mélanome avancé décrit une rémission complete de la maladie apres lan et demi, 2 et
6 ans chez 3 patients. De plus, 'administration de virus de la vaccine dans la vessie de

patients atteints d'un cancer superficiel a montré une absence de toxicité et une
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réplication du virus dans les tumeurs (Gomella LG et al., 2001).

Des réponses induites apres traitement par voie systémique ont été décrites
pour 3 patients, avec des réponses objectives dans les poumons de 2 patients
présentant des métastases d'adénocarcinomes rénaux et du poumon (Arakawa S Jr et
al, 1987). Ces essais cliniques n'ont pas été poursuivis par crainte dune trop forte
toxicité. Le développement des techniques de biologie moléculaire et de recombinaison
a permis d'améliorer l'efficacité et I'innocuité de 1'utilisation du virus de la vaccine.

Des virus recombinants de la vaccine a réplication conditionnelle ont donc été
construits sur le modele des mutants de HSV, c'est-a-dire en inactivant,
principalement, le géne de la thymidine kinase. Puhlmann et al ont alors démontré
que la réplication d'un virus de la vaccine, déficient pour le gene tk, est tres spécifique
des cellules cancéreuses, avec une cinétique de réplication supérieure de plusieurs
ordres de grandeur, a celle des cellules normales (Puhlmann M et al., 2000). Ce méme
groupe a développé aussi un virus de la vaccine doublement muté pour le géne tk et le
gene VGF Le VGF est une protéine sécrétée qui stimule les cellules voisines, pour
qu'elles entrent dans un cycle prolifératif, en mimant I'EGF et donc en activant la voie
de EGFR. Ce double mutant a montré une spécificité tumorale accrue apres une
injection par voie systémique en comparaison au virus délété pour le gene tk en
conservant une activité antitumorale tres efficace sur des tumeurs implantées dans
des souris (McCart JA et al, 2000). De nombreux autres génes impliqués dans la
réplication, l'infection ou la diffusion virales ont été délétés pour diminuer la toxicité
du virus et améliorer sa spécificité tumorale. Par exemple, des mutants pour les génes
SPI-1 et SPI-2, codant des inhibiteurs de sérine-protéase nécessaire a une bonne
multiplication du virus, ont montré une réplication trés spécifique de la tumeur dans

des modéles animaux (Guo ZS et al., 2005).

ii. Le transgéne

Le transgéne est le géne de I'ovalbumine (OVA).
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iii. Résultats

Cette étude part du principe que des souris porteuses de tumeur, primo-
vaccinées avec de I'ADN codant pour un antigene étranger immunogene, comme
I'ovalbumine, suivi d'une injection intra-tumorale de virus de la vaccine codant pour le
méme antigeéne, peuvent générer des réponses antitumorales améliorées et par l'effet
oncolytique et I'immunité spécifique créée. L'antigene OVA exprimé par les cellules
tumorales infectées par la vaccine va servir de cible pour les cellules T CD8+
spécifiques de 1'OVA. De plus, l'injection en i.t. de vaccine codant pour OVA peut
générer de l'inflammation et des «signaux de danger » qui peuvent recruter des
cellules immunitaires, comme les cellules T spécifiques de OVA générées par la primo
vaccination avec 'ADN. La mort de cellules tumorales causée par le virus de la vaccine
oncolytique aussi bien que par les cellules T CD8+ spécifiques de 1'0OVA permet la
libération d'autres TAA, qui peuvent étre présentés par des CD et de nouveau
engendrer l'activation d'une immunité tumeur-spécifique. Ce qui pourrait conduire a
des effets thérapeutiques systémiques antitumoraux contre des cellules tumorales non
infectées par la vaccine (dissémination d'épitopes). Cette stratégie pourrait étre plus
efficace et plus applicable pour générer une immunité antitumorale spécifique et

systémique.

e Les souris porteuses de tumeur, primo vaccinées avec 'ADN codant un antigéne
puis traitées en i.t. par une injection de vaccine codant pour le méme antigéne

présentent des effets thérapeutiques antitumoraux significatifs

Il avait déja été montré que l'injection i.t. de vaccine codant pour un gene
marqueur, comme la luciférase, peut induire une importante expression de luciférase
dans la tumeur, ce qui indique que l'injection 1.t. de vaccine conduit a une infection
significative des cellules tumorales. Pour déterminer les effets générés par le
traitement énoncé plus haut, des cellules tumorales B16 (cellules tumorales de

mélanome de souris) sont implantées a plusieurs groupes de souris C57BL/6.
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Ensuite, celles-ci recoivent une injection d'ADN : pour le controle, le plasmide seul
pcDNAS ; les autres recoivent un plasmide codant pour OVA (p-OVA). Une semaine
plus tard, les souris sont traitées par voie i.t. soit avec la vaccine sauvage (Vac-W'T),

soit la vaccine codant pour OVA.

La figure 24.A représente schématiquement le traitement effectué.

Comme on peut le voir en 24.B, les souris primo vaccinée avec I'ADN codant
pour OVA, puis traitées pas l'injection i.t. de vaccine codant pour OVA, présentent la
meilleure réponse thérapeutique antitumorale par rapport aux autres méthodes. La
figure 24.C démontre que, par ailleurs, le traitement permet une amélioration de la

survie.

Par la suite, la méme approche a été testée avec un autre modele tumoral, les
cellules TC-1. Les souris se voient donc injecter des cellules tumorales TC-1, puis
primo vaccinées avec le plasmide de controle pcDNAS3 ou p-OVA. Une semaine plus
tard, elles sont traitées avec la vaccine sauvage ou recombinante par voie 1.t. ; les

souris témoins recoivent du PBS (Fig 25).
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Figure 24 : Traitement in vivo sur des tumeurs B16

A. Représentation schématique du protocole.

B. Evolution de Ia taille des tumeurs en fonction du temps.

C. Pourcentage de survie en fonction du temps.

(Entre parenthéses - nombre de souris ayant complétement éliminé la tumeur)

(Chuang C et al., 2009)
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Figure 25 : traitement in vivo sur des tumeurs TC-1

A. Représentation schématique du protocole.
B. Evolution de Ia taille des tumeurs en fonction du temps.
C. Pourcentage de survie en fonction du temps.

(Entre parenthéses - nombre de souris ayant complétement éliminé la tumeur)

(Chuang C et al., 2009)

Cette figure représente en A le protocole de l'expérience. Encore une fois un
meilleur effet thérapeutique et une meilleure survie sont obtenus avec les souris ayant
recu une primo vaccination d'ADN recombinant, suivi d'une injection i.t. de vaccine

codant pour le méme antigéne que I'ADN (B et C).
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e Les souris porteuses de tumeur, primo vaccinées avec 'ADN codant un antigéne
puis traitées en i.t. par une injection de vaccine codant pour le méme antigéne
présentent l'activation d'un nombre important de cellules T CD 8+ spécifiques

de cet antigéne

Les groupes formés sont les mémes que précédemment : un groupe primo-
vacciné avec un plasmide sans antigene, l'autre avec le p-OVA, puis vaccinés soit avec

la vaccine sauvage, recombinante (OVA) ou PBS (témoin négatif).

Sept jours apres la vaccination des souris, des cellules de rate et de tumeurs
sont prélevées et sont caractérisées par la présence de cellules T CD8+ spécifiques de
OVA. Des analyses par cytométrie de flux montrent que les souris traitées avec p-OVA
puis Vac-OVA en i.t. génerent de facon significative un grand nombre de cellules T

CD8+ spécifiques de OVA aussi bien dans la rate que dans les tumeurs.

L'expérience a été effectuée, selon des protocoles équivalents, dans un autre
modéle tumoral (TC-1) avec un systéme antigénique différent : la protéine de

papillomavirus E7. Les résultats se sont avérés similaires.

Ainsi les données indiquent que le traitement de souris porteuses de tumeurs
vaccinées par de I'ADN codant pour un antigene donné suivi de l'injection i.t. de
vaccine codant pour le méme antigene conduit a la réponse cellulaire T CD8+

spécifique de l'antigeéne la plus forte dans les tumeurs et la rate.

Les réponses immunes cellulaires T CD4+ ont également été mesurées ; il
s'avere qu'aucune différence significative n'est observée dans la rate, par contre au
niveau de la tumeur, la réponse T CD4+ est bien plus importante dans le protocole

énoncé précédemment que dans les autres.

Ainsi, le traitement a base de p-OVA suivi de l'injection i.t. conduit a une

augmentation des réponses a cellules T CD4+ dans les tumeurs.

En menant des expériences de réduction de cellules T CD8+, ou CD4+, il a été
montré que ces deux types de cellules jouent un role important dans les effets

antitumoraux.
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e Le traitement avec la vaccine codant OVA permet, d'une part de tuer les cellules
tumorales et, d'autre part, de rendre les cellules tumorales plus susceptibles de

se faire tuer par des cellules T spécifiques de OVA

Afin de déterminer si le traitement des cellules tumorales avec Vac-OVA peut
les rendre susceptibles d'étre tuées aussi bien par les CD8+ que par l'oncolyse virale,
un essal cytotoxique Iin vitro est mis en place sur des cellules tumorales TC-1
exprimant la luciférase. Les cellules TC-1/luc sont traitées a J1 avec Vac-OVA ou Vac-
WT. Ensuite, elles sont mises en présence, ou non de cellules T CD8+ spécifiques de
OVA (OT-1T) le 2éme jour (Fig 26.A). Quatre heures plus tard, on peut évaluer la
réponse CTL contre les cellules tumorales TC-1 grace au systeme d'image de

bioluminescence (mesure de l'expression de la luciférase) (Fig 26.B).
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Figure 26 : Epreuve cytotoxique in vitro (Chuang C et al., 2009)
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Le degré de mortalité des cellules tumorales est indiqué par la diminution de
I'activité lumineuse. Comme on peut le voir en B, les cellules tumorales incubées avec
Vac-WT ou Vac-OVA seule montrent une diminution significative de l'activité de la
luciférase, indiquant l'activité oncolytique de la vaccine. De plus, l'activité la plus
faible en luciférase est observée chez les cellules TC-1 traitées avec Vac-OVA en
association avec les cellules OT-1T, mais pas avec Vac-W'T. Ces données suggerent que
I'augmentation de la lyse tumorale est due a la réponse cellulaire cytotoxique médiée
par les cellules T CD8+ spécifiques de OVA. Ainsi, le traitement des cellules tumorales
par Vac-OVA et les cellules OT-1T conduit a une lyse tumorale par la combinaison de

I'oncolyse et de la réponse spécifique.

e Conclusion de cette étude

Cette étude montre que les souris porteuses de tumeurs primo vaccinées avec de
I'ADN codant pour OVA puis injectées par voie 1.t. de vaccine exprimant OVA, génerent
de meilleurs effets thérapeutiques antitumoraux dans deux modeles tumoraux, aussi
bien B16 que TC-1. De plus, l'induction d'un niveau important de cellules T CD8+
spécifiques de OVA est montrée. Par ailleurs, les souris traitées par I'ADN puis la
vaccine présentent le meilleur controle de croissance tumorale et leur survie est

améliorée.

Le traitement avec Vac-OVA rend les cellules tumorales et les cellules stromales
environnantes sensibles a l'oncolyse virale et a l'action des cellules T CD8+
spécifiques de OVA, ce qui augmente les effets thérapeutiques. En effet, 1'é¢tude prouve
également que ce traitement a un effet cytotoxique sur les cellules non tumorales
CD31+, vraisemblablement les cellules endothéliales et d'autres types cellulaires dans
le stroma tumoral. Or la destruction du stroma tumoral peut contribuer aux effets
antitumoraux. D'autres études ont suggéré que la manipulation du micro
environnement stromal peut induire la reconnaissance immune de la tumeur et
conduire a sa régression (Yu P et al., 2006). Par exemple, une récente étude a mis en

évidence que la sensibilisation des cellules stromales a la destruction par des CTL

148



conduit a 1'éradication de la tumeur (Zhang B et al., 2007).

b. Bilan et perspectives

Les virus oncolytiques exprimant des TAA sont nombreux a avoir été testés
dans des essais expérimentaux variables (Harrop R et al, 2006 ; Arlen PM et al,
2007 ; Shen Y et al, 2005). Comme nous l'avons vu, l'approche est la méme que
I'utilisation de vecteurs viraux non réplicatifs. Communément, les TAA étudiés dans
cette stratégie sont le CEA, PSA, MUC-1, Melan-A/MART-1, tyrosinase et gp100, HPV-
E2 et 5T4 (un antigéne de tumeur fréquemment rencontré dans les tumeurs du colon,
de l'estomac et des ovaires). Le virus de la vaccine exprimant ces TAA a démontré des

réponses CTL anti-TAA chez les patients traités.

Les essais précliniques sont nombreux dans ce domaine, mettant en ceuvre
différents modeles tumoraux et différents vecteurs oncolytiques. Cependant
I'inconvénient potentiel de la virothérapie oncolytique est que, la plupart du temps, le
traitement doit étre répété, car le virus ne peut infecter qu'une partie des cellules
tumorales in vivo. Le développement d'anticorps neutralisants du vecteur viral peut
affaiblir les effets boosters des réinjections et prévenir les tumeurs d'une autre
infection virale (Ikeda K et al., 1999). C'est pourquoi il est important de développer
une stratégie qui permette des vaccinations répétées, comme l'utilisation de différents

vecteurs viraux.

Cette nouvelle approche thérapeutique fera sans doute I'objet d'essais cliniques pour le

controle de cancers avancés.
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B. Vectorologie et thérapie monoclonale dans

I'immunothérapie antitumorale

. Thérapie monoclonale : présentation

a. Anticorps monoclonaux : historigue

C'est ainsi que Michel Fougereau, grand immunologiste, vétérinaire de surcroit,
a résumé la notion d'anticorps monoclonal en 2009, dans un éditorial paru dans la

revue m/s :

« C’est seulement cing ans apres la premiere vaccination antirabique mise au
point par Pasteur en 1885 que deux acquisitions majeures en immunologie furent
publiées par von Behring et Kitasato. Ces auteurs montrerent en effet que des cobayes
immunisés avec des doses sublétales de toxine tétanique devenaient résistants a
Padministration ultérieure d'une dose létale, mais qu’ils succombaient a I'injection de
toxine diphtérique. La réciproque étant vraie, c’est la notion de spécificité qui était
ainsl clairement définie. Les auteurs montrérent en outre que les facteurs
responsables de cet état dimmunité étaient présents dans le sérum des animaux
vaccinés. La notion d’anticorps était née, étroitement liée a la propriété fondamentale
de leur spécificité de reconnaissance. Quelques années plus tard, Metchnikoff
compléta la panoplie des défenses de 'organisme en décrivant la phagocytose d’agents
bactériens par les macrophages, constituant un des volets de I'immunité dite innée,
non spécifique (Metchnikoff E, 1895). Il faudra plus d'un siécle pour que l'on se rende
compte que les deux formes d'immunité, « adaptative » et « innée », constituent en fait
un continuum intégré chez les mammiféres et donc chez 'homme (Janeway CA Jr,
1989). Il ne faudra guére moins de temps pour que soient élucidées les bases
moléculaires et génétiques de l'extraordinaire diversité des anticorps, molécules
synthétisées par les lymphocytes B. Il existe une autre espece de lymphocytes,
1dentifiés seulement au début des années 1960, hélas tristement célebres puisqu’ils
sont la cible du virus de 'immunodéficience humaine (VIH), les lymphocytes T. Les

deux types de lymphocytes ont développé des mécanismes de diversification similaires,
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bien qu'exprimés a travers des molécules distinctes : les anticorps, ou
immunoglobulines (Ig) pour les B, et les récepteurs T ou TCR pour les T.
Fonctionnellement, les TCR restent fixés a la membrane cellulaire T, alors que les
immunoglobulines peuvent étre membranaires ou circulantes, ce qui explique les
observations originelles de von Behring et Kitasato. Pour compléter I'équipement qui
constitue l'ossature du systeme immunitaire adaptatif, il convient d’ajouter les genes
du complexe majeur d’histocompatibilité, ou CMH, décrits en particulier chez 'homme
par Jean Dausset ; les molécules du CMH jouent un réle essentiel dans la liaison entre
'immunité innée et I'immunité adaptative par leur intervention cruciale dans la

présentation de I'antigéne aux lymphocytes lors d’'une stimulation antigénique.

L’élucidation des bases moléculaires et génétiques de la diversité des anticorps a
mobilisé la communauté des immunologistes pendant trois quarts de siecle. On notera
avec intérét, en cette année Darwin, que la premiere théorie sur lorigine des
anticorps, formulée par Ehrlich en 1901, était typiquement darwinienne, et qu’elle
s’est avérée correcte dans ses grandes lignes, moyennant I'introduction du concept de
clonalité. Pour Ehrlich en effet, le lymphocyte exprimait a sa surface une collection de
récepteurs distincts, la stimulation par un antigene ayant pour effet d’amplifier les

seuls récepteurs spécifiques rapidement libérés dans le sang.

La notion de distribution clonale, impliquant que chaque lymphocyte n’exprime
quune seule sorte de récepteur, donc d'immunoglobulines, a été introduite
indépendamment par Burnet et par Jerne (Burnet FM, 1957 ; Jerne NK, 1955), pour
rendre compte du phénomeéne de tolérance décrit par Medawar (Billingham RE et al,
1953). De quoi s’agit-il ? Lorsque l'on greffe un fragment de peau dune souris adulte
de souche A a une souris adulte de souche B, le greffon est rejeté en une dizaine de
jours. Il s’agit d'un phénomeéne immunologique, car si I'on renouvelle 'opération, la
durée du rejet est trés accélérée. Génétiquement, il s’agit d'une incompatibilité liée au
CMH. Medawar a montré que si 'on injectait des cellules A a une souris nouveau-née
B, celle-ci tolérait la greffe de peau de A une fois a I'état adulte. Cette observation
fondamentale montre que la reconnaissance du soi est acquise. Elle impose donc une
mise a ’écart des lymphocytes potentiellement agresseurs du soi. La solution la plus
simple (mais pas la seule) consiste donc a éliminer les seuls lymphocytes porteurs des

spécificités concernées selon un processus de sélection négative, typiquement
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darwinien, et qui se poursuivra tout au long de la vie de I'individu. La seule facon
d’éliminer les lymphocytes porteurs des seuls récepteurs concernés est donc de
proposer que la ventilation des spécificités est strictement clonale, ce qui a depuis été
largement vérifié, aussi bien pour les lymphocytes B que pour les T. Incidemment, on
voit bien qu'un défaut de contrdle ouvre la porte a une auto-immunité pathologique.

Percu dans son ensemble, le systeme immunitaire adaptatif est constitué chez
Ihomme d’environ 102 lymphocytes dont 1/5 de B, responsables de la synthése de

quelques... 1020 molécules d'immunoglobulines ! Cette extraordinaire complexité rend
compte de I'’énorme potentialité de reconnaissance du systéme immunitaire adaptatif.
Elle résulte de 'organisation mosaique d’'un nombre limité de genes Ig et TCR qui sont
aléatoirement « réarrangés» au cours de la différenciation des lymphocytes B et T

(Tonegawa S, 1983).

En regle générale, lors d'une stimulation antigénique, les anticorps et les TCR
produits sont encore tres hétérogenes. Si l'on veut cibler de facon univoque une
structure antigénique précise (épitope), on doit donc idéalement disposer dun
anticorps homogene, donc monoclonal, et c’est ce qu'ont réalisé Kohler et Milstein en
1975 (Kohler G et al., 1975). L’astuce a consisté a fusionner une cellule maligne de la
lignée B (un plasmocytome murin) avec un lymphocyte B provenant d’'un animal
immunisé. Cet hybridome combine ainsi les propriétés d’immortalité de la cellule
maligne et la spécificité du lymphocyte. Les anticorps monoclonaux (Acm) étaient nés.
Produits chez la souris contre une quantité rapidement croissante d’antigénes, ils
furent d’abord exclusivement utilisés pour un usage in vitro, donc de diagnostic. Leur
utilisation dans un but thérapeutique chez 'homme n’est pas directement possible,
Porganisme humain fabriquant ses propres anticorps contre ces intrus murins, et ce
sont les techniques du génie génétique qui ont permis d’obtenir progressivement des
anticorps murins de plus en plus « humanisés ». C’est ainsi qu’ont été successivement
produits des anticorps chimériques, dans lesquels les parties constantes des Ig
murines étaient remplacées par leurs homologues humaines (Morrison SL et al,
1984), puis des anticorps humanisés, consistant a insérer les régions hypervariables
murines spécifiques de la cible a la place de leurs homologues humaines (Queen C et
al., 1989), pour finalement faire produire directement par des souris des anticorps

entierement humains par les techniques d’invalidation et d’insertion géniques
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(Lonberg N et al, 1994 ; Green LL et al, 1994). On dispose ainsi d’anticorps
monoclonaux humains pour lesquels I'immunogénicité chez 'homme est réduite au
minimum, sans toutefois étre totalement annihilée, soit en raison de différences au
niveau des glycosylations, soit du fait qu'un anticorps, méme autologue, reste toujours

physiologiquement antigénique (idiotypie).

Les premieres cibles visées par les Acm ont porté sur des cellules du systeme
immunitaire lui-méme, afin de prévenir le rejet de greffe (molécules CD3 des
lymphocytes T), mais trés rapidement le champ dapplication des Acm s’est
considérablement élargi, en particulier dans le domaine de la cancérologie, ou la
possibilité de tuer spécifiquement les cellules cancéreuses est bien entendu un acquis
considérable par rapport a une chimiothérapie lourde. C’est dans le domaine des
tumeurs lymphoprolifératives que les avancées les plus spectaculaires ont été d’abord
été obtenues, bientot suivies par I'utilisation d’Acm dirigés contre des récepteurs de la
famille des EGF-R (epidermal growth factor receptors) dans certains cancers du sein.
De fait, le nombre de demandes d’AMM explose littéralement dans cette indication ;
des résultats plus que prometteurs ont d’ores et déja été obtenus depuis plusieurs
années dans d’autres maladies redoutables et fortement invalidantes telles que la
polyarthrite rhumatoide, et plus récemment, la sclérose en plaques ou la

dégénérescence maculaire liée a 'age.

Si la structure moléculaire de la cible identifiée par un Acm est par définition
bien identifiée, en revanche les modes d’action ne sont pas toujours évidents, et les
effets secondaires indésirables, voire redoutables -on pense par exemple a
Iemballement d’'un réseau de cytokines pouvant conduire a un état de choc - doivent
étre sérieusement anticipés. Il n’en reste pas moins que les Acm représentent une
avancée majeure dans le ciblage thérapeutique. A ce titre, ils peuvent servir
d’« adressage » de cellules tueuses, de toxines ou d’éléments radioactifs et les
développements technologiques dans ces divers domaines sont a ’évidence en pleine

expansion. »

Aujourd'hui, plus d'une vingtaine d'anticorps sont disponibles dans des
indications de plus en plus larges. Un grand nombre de nouveaux anticorps est

actuellement en développement.
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b. Anticorps monoclonaux et tumeurs solides

En lespace de dix ans, les anticorps monoclonaux (Acm) ont intégré les
stratégies thérapeutiques utilisées dans la plupart des cancers. Cette véritable
révolution repose sur des progres conceptuels et biotechnologiques. Progres
conceptuels d’abord, avec la compréhension que la cellule tumorale ne doit plus étre
considérée comme une cible isolée, mais bien comme un ennemi se nourrissant du
microenvironnement dans lequel 1l évolue. Il est donc rapidement apparu attractif de
tenter d'interrompre les interactions favorables a la croissance des tumeurs en ciblant
les récepteurs présents a la surface des cellules tumorales, ou leur(s) ligand(s). Progrés
biotechnologiques ensuite, avec la possibilité de synthétiser des anticorps chimériques
ou humanisés, voire totalement humains, permettant, au contraire des anticorps
murins, leur administration répétée sans craindre de déclencher une réponse
immunitaire trop importante. Une dizaine d’années s’est écoulée depuis
I'enregistrement du premier Acm en oncologie (trastuzumab, 1997). Aujourd'hui des
progres scientifiques et cliniques considérables ont été réalisés et une dizaine
d’anticorps est utilisée en oncologie. Nous nous focaliserons sur une cible pertinente et
validée : HER-2 pour laquelle les anticorps font partie de l'arsenal thérapeutique
actuel et qui est une cible de l'association de la vectorologie et de la thérapie

monoclonale, que nous développerons ultérieurement.

c. Lacible HER-2 et I'Acm trastuzumab

HER-2 fait partie de la famille des récepteurs de facteurs de croissance
épidermique (EGFR), famille composée de 4 membres, HER-1 (également appelé
EGFR), HER-2, HER-3 et HER-4. Ces protéines transmembranaires partagent la
méme structure moléculaire et se composent d'un domaine extracellulaire permettant
la liaison avec des ligands spécifiques, d'un domaine transmembranaire et dun
domaine intracellulaire ayant une activité tyrosine kinase. La liaison avec un ligand

induit généralement 'homodimérisation ou I’'hétérodimérisation du récepteur, puis, en
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cascade, lactivation de voies de signalisation favorisant la prolifération cellulaire, la
mobilité cellulaire ou l'invasion tissulaire, stimulant la néoangiogenése ou encore
inhibant 'apoptose. Au contraire des autres membres des EGFR, HER-2 n’a pas de
ligand connu. Il peut cependant adopter une conformation (par clivage d’un domaine
extracellulaire) mimant ’activation par un ligand et induire ainsi la dimérisation sans
I'intervention d’'un ligand (Hudis CA, 2007). Dés lors, on comprend aisément l'intérét
de bloquer ces dimérisations (dépendantes ou non du ligand) permettant ainsi

d’interférer avec une activation favorisant la croissance de la tumeur.

HER-2 a tres vite été une cible attractive en raison de 'amplification du géne
correspondant qui est observée dans 20 % a 30 % des carcinomes du sein invasifs, avec
comme conséquence une augmentation sélective de l'expression de la protéine
transmembranaire. Cette hyperexpression est associée a un comportement agressif

des tumeurs et un pronostic sombre de la maladie (Slamon DJ et al., 1989).

Le trastuzumab (Herceptin®) est un Acm humanisé qui se lie, avec une haute
affinité, au domaine extracellulaire dHER-2. Les conséquences biologiques de cette
liaison sont multiples : inhibition de la dimérisation, inhibition du clivage activateur
du domaine extracellulaire, induction de la destruction de HER-2 par endocytose, et
recrutement de cellules du systéme immunitaire effectrices (Hudis CA, 2007). Méme si
la part respective de ces différents mécanismes d’action dans l'effet thérapeutique du
trastuzumab est mal connue, 'impact de cet anticorps dans la prise en charge des

patientes souffrant d'un cancer de sein surexprimant HER-2 est remarquable.

Son efficacité a tout d’abord été observée dans les cancers métastatiques avec,
en monothérapie, un taux de réponse entre 12 % et 15 % chez des patientes
lourdement prétraitées (Cobleigh MA et al., 1999), et méme de 30 % en premiére ligne
(Vogel CL et al, 2002). Les taux de réponse furent trés supérieurs lorsque ’Acm fut
associé avec le paclitaxel ou une anthracycline (Slamon DJ et al., 2001), puis dans de

multiples combinaisons avec d’autres agents de chimiothérapie (Hudis CA, 2007).

Fort de ces résultats, le potentiel du trastuzumab a ensuite été évalué dans le
traitement adjuvant des cancers du sein localisés, opérables, surexprimant HER-2.
Trois études de phase III dont les résultats ont été combinés, impliquant plus de 3000

patientes, ont démontré que le trastuzumab associé a différents régimes de
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chimiothérapie comportant anthracyclines ou taxanes, réduit le risque de récidive de
49 % et de mortalité de 39 %. Il augmente de fagon significative la survie sans
progression (bénéfice absolu de 18 % a 4 ans) et la survie globale (bénéfice absolu de
4,8 % a 4 ans) (Romond EH et al, 2005). Des résultats similaires ont été observés dans
une étude européenne effectuée chez plus de 5 000 patientes (Piccart-Gebhart M et al.,
2005). Le bénéfice absolu est trés significatif et comparable a ce qui est obtenu avec la
chimiothérapie ou ’hormonothérapie adjuvantes. Plus récemment, les études cliniques
portant sur les traitements néoadjuvants (avant la chirurgie), ont démontré que
laddition du trastuzumab au traitement standard permettait d’améliorer le taux de

réponse histologique compléte et la survie sans progression (Buzdar AU et al., 2007).

Cependant, l'efficacité du trastuzumab est loin d’étre parfaite et semble étre
limitée dans le temps, plusieurs mécanismes pouvant contribuer a une résistance
innée ou acquise. LVétude de ces mécanismes est essentielle afin de progresser vers de
nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, HER-2 pourrait interagir avec le
récepteur IGF-1R et emprunter ainsi les voies de signalisation/activation de ce
récepteur lorsque le trastuzumab bloque les voies activées directement par HER-2. De
meéme, les voies de signalisation peuvent étre activées en aval et indépendamment des
récepteurs, par exemple via une activation constitutionnelle d’Akt ou une perte de
fonction du géne suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and tensin homologue),
favorisant ainsi une résistance des cellules a I'apoptose (Valabrega G et al., 2007). Dés
lors, on comprend aisément l'intérét de développer des anticorps anti-IGF-1R ou des

molécules inhibant la voie de signalisation passant par Akt.

Jusqu’a présent, 'intérét du trastuzumab semblait limité aux patientes avec un
cancer du sein dont les cellules exprimaient HER-2. Récemment, il a été montré
qu'une fraction non négligeable de cancers de 'estomac exprime une grande quantité
d’HER-2. Une étude randomisée de phase III (dont les résultats ne sont pas encore
publiés) incluant prés de 600 patients souffrant dun cancer gastrique surexprimant
HER-2 semble montrer que 'adjonction de trastuzumab a une chimiothérapie de type
5-fluorouracile/cisplatine peut améliorer le taux de réponse et la survie globale,
ouvrant des perspectives treés intéressantes pour ce type de cancer au pronostic

défavorable (Van Custem E et al, 2009).
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Des essais précliniques expérimentant le possibilité de faire produire des Acm

par les vecteurs viraux ont été menés.

Il. Vecteurs viraux et thérapie monoclonale dans la lutte antitumorale

a. Stratégie

Les anticorps monoclonaux thérapeutiques commercialisés ou en développement
sont produits a partir de cellules de mammiferes en culture, dont notamment la cellule
de hamster CHO. Ces systemes cellulaires permettent la production industrielle de
protéines complexes possédant des structures, activités biologiques et propriétés
pharmacodynamiques proches des protéines naturelles. Mais des cotuits de production
élevés et un prix du traitement prohibitif pourraient dans l'avenir limiter
Iaccessibilité de ces thérapies innovantes au plus grand nombre et freiner ce marché
pourtant en tres fort développement. Parallelement a 'optimisation de la productivité
des systemes mammaliens, 'industrie pharmaceutique et biotechnologique développe
activement des systemes de production alternatifs espérés moins colteux, plus
efficaces et permettant une amélioration de l'efficacité thérapeutique des anticorps
thérapeutiques. Ces systemes alternatifs de production des Acm sont des systemes
bactériens, des levures et champignons filamenteux, des cellules d'insectes, des

plantes transgéniques, des animaux transgéniques et des cellules aviaires.

De plus, le poids moléculaire élevé des anticorps ne leur permet pas une bonne
infiltration dans les tumeurs importantes (Jain RK et al, 1988). C'est pourquoi
l'utilisation de petits fragments comme un fragment variable simple chaine (scFv ;
single-chain fragment-variable) peut surmonter ces problémes. Cependant, ces
molécules améliorées présentent des limites puisqu'elles sont éliminées rapidement et

ont une disponibilité locale insuffisante (Hudson PJ et al., 2003).

Des groupes d'études ont alors cherché a faire exprimer des anticorps
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monoclonaux ou leurs fragments dans les cancers ou cellules immunitaires in vivo, en

faisant intervenir des vecteurs viraux.

b. Exemple : utilisation d'un adénovirus pour produire des Acm anti-HER-2

(Jiang M et al., 2006)

i. Objectif

L'effet thérapeutique des Acm est dépendant de la dose, seulement il est
impossible d'augmenter la concentration sérique an Acm sans limite. L'utilisation de
grande quantité d'Acm est limité par le coGt des Acm, la toxicité des impuretés
présentes méme apres purification et la clairance rénale. C'est pourquoi la thérapie
génique pour créer in vivo des Acm est supposée étre la meilleure candidate pour

apporter de hautes concentrations d'anticorps complétement purs.

Cette étude a pour but de montrer la faisabilité de cette approche en testant un

transfert de géne codant pour un anticorps entier anti-HER-2 chez la souris nude.

ii. Résultats

e Construction d'un adénovirus recombinant Ad5-Tab

Le trastuzumab, un anticorps humanisé bien caractérisé anti-HER-2,
administré en 1.v. pour ses propriétés antitumorales, a été choisi comme modele
d'anticorps pour évaluer l'expression in vivo des anticorps entiers produits grace au
transfert de gene a partir de Ad5-Tab et son efficacité antitumorale. Deux adénovirus
recombinants sont construits, 1'un porteur des geénes codant pour l'anticorps anti-

HER-2 (Ad5-Tab), l'autre portant LacZ (Ad5-LacZ).
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e Expression et assemblage des chaines lourde et légére de I'anticorps anti-HER-2

in vitro

Des cellules L-02 sont infectées par Ad5-Tab ou Ad5-LacZ avec une MOI de 10
(multiplicity of infection) pour chacun. L'expression des anticorps est estimée par
ELISA indirect. Les anticorps issus des cellules infectées par Ad5-Tab sont capables de
se lier a des protéines HER-2. Comme la figure 27.A le montre, I'expression de 1'Ac
anti-HER-2 in vitro est temps-dépendante, alors qu'aucune expression d'Ac n'est

décelable dans les cellules infectées par Ad5-LacZ.

On peut voir par western blot que 1'Ac obtenu grace a Ad5-Tab est identique a

celui utilisé dans le trastuzumab (Fig 27. B et C).
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Figure 27 : Expression in vitro d'anticorps dans les cellules L-02 infectées par Ad5-Tab
(Jiang M et al., 2006)

A “analyse ELISA du surnageant des cellules L-02 infectées par Ad5-Tab.

B : western blot du trastuzumab commercial et du surnageant des cellules L-02
infectées par Ad5-LacZ et Ad5-Tab en conditions non réductrices.

C ° western blot du trastuzumab commercial et du surnageant des cellules L-02
infectées par Ad5-LacZ et Ad5-Tab en conditions réductrices.

Aucune bande additionnelle n'est détectable, ce qui est attendu lorsque le ratio
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de chaines lourdes et légeres est le bon, ce qui signifie que les Ac produits par les
hépatocytes in vitro ont été correctement dimérisés et qu'aucune chaine lourde ou
légére n'est en excés (Fig 27.B). En conditions réductrices, deux bandes de 50 et 25
kDa sont respectivement détectées et correspondent aux mémes que celles obtenues

avec le trastuzumab (Fig 27.C).

e Spécificité de liaison de 'anticorps issu de Ad5-Tab

L'immunofluorescence indirecte est utilisée afin d'évaluer cette activité de
liaison spécifique. L'Ac anti-HER-2 exprimé a partir de Ad5-Tab est capable de
reconnaitre HER-2 exprimé a la surface cellulaire. Sur la figure 28 : un fort signal
fluorescent FITC (fluorescein isothiocyanate) est émis a la surface des cellules SKOV-3
HER-2+, ce qui indique que les Ac se lient a HER-2 sur la surface cellulaire (Fig 28.C).
A contrario, aucun signal fluorescent n'est détectable a la surface des cellules BT549/
HER-2-, ce qui montre qu'aucun Ac ne se fixe a la surface cellulaire n'exprimant pas

HER-2 (Fig 28.A B).

Le trastuzumab commercial présente la méme densité de fluorescence a la
surface des cellules exprimant HER-2 que les Ac produits par Ad5-Tab (Fig 28.D).
Ainsi l'activité de cet Ac produit par le biais d'un vecteur viral est la méme que sa

forme commercialisée.
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Figure 28 : Liaison spécifique de l'anticorps anti-Her-2 exprimé par Ad5-Tab

A B BT549 incubés avec le surnageant et le trastuzumab respectivement.

C D : SKOV-3 incubés avec le surnageant et le trastuzumab respectivement.
(Jiang M et al., 2006)

e L'expression in vivo des anticorps produits par Ad5-Tab est temps-dépendante

Apreés avoir caractérisé la spécificité et 1'affinité de cet anticorps produit par le
biais d'un vecteur viral, des souris nudes, préalablement inoculées avec des cellules
SKOV3, se sont vues injecter une fois, dans la veine de la queue, 2.10° pfu
d'adénovirus recombinants, afin d'évaluer l'expression dans le temps de ces Ac. Dix
souris ont subit le méme protocole et ont été saignées a des moments différents pour
quantifier la présence d'Ac dans le sérum. Ainsi, les anticorps sont décelables in vivo
au bout de 3 jours au plus tot apres l'administration. S'en suit une augmentation de
I'expression avec un pic de concentration sérique au jour 7 puis une diminution
progressive. Globalement la concentration des quatre premieres semaines est

supérieure a 40pg/ml (Fig 29).
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Figure 29 : Concentration sérigue en anticorps anti-HER-2 de souris nudes inoculées
par SKOV-3 en fonction du temps

(Jiang M et al., 2006)

e Inhibition in vivo de la croissance tumorale

Etant données les hautes concentrations sériques en anticorps, évaluées

préalablement, deux approches thérapeutiques différentes ont été menées.

Dans le premier groupe, figuré en Fig 30 A, traité avec Ad5-Tab, une activité
antitumorale est observée avec tres peu de croissance visible du nodule tumoral au
bout de 35 jours : 6 souris présentent une régression complete, 2 souris montrent une
croissance des nodules en dessous de 10mm? les deux derniéres présentent des
volumes tumoraux jusqu'a environ 100mm?® Les souris traitées avec Ad5-LacZ
(groupe témoin), portent des tumeurs beaucoup plus volumineuses (683,2 =+
220,9mm?®), la différence étant significative. Ces données suggérent quune seule
injection de Ad5-Tab permet d'obtenir une concentration importante et durable

d'anticorps anti-HER-2 capable de controler la croissance tumorale (Fig 30.A).

Le deuxieme groupe a permis d'évaluer l'effet thérapeutique sur des animaux
porteurs de grosses tumeurs (>200mm?®. La figure B montre que la croissance

tumorale est considérablement inhibée chez les souris traitées par Ad5-Tab avec un
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volume moyen de 417,8+83,8mm? contre 1005,9+189,8mm? chez les souris traitées avec

Ad5-LacZ (Fig 30.B) .

Cette étude suggere qu'une concentration importante et stable en Ac n'est pas
suffisante en thérapie anticancéreuse, mais que plus le traitement est effectué tot et
plus on obtient un effet satisfaisant. Ainsi, les anticorps exprimés par un adénovirus
recombinant représentent une méthode efficace et peu onéreuse pour controler la
croissance tumorale. C'est la premiere fois qu'un anticorps entier bioactif est produit

grice a un adénovirus en dehors des cellules B (Jiang M et al., 2006).
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Figure 30 : Activité antitumorale des anticorps anti-HER-2 générés par Ad5-Tab dans._
les tumeurs portées par des souris nudes

(Jiang M et al., 2006)
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Les essais précliniques dans ce domaine ne sont pas nombreux. Pourtant la
thérapie génique pour la production d'anticorps représente un systéme intéressant
pour les raisons suivantes : un faible cott de production par rapport aux Acm utilisés

couramment et une production in vivo sans impuretés.

Les vecteurs viraux ont été utilisés également pour la production de scFv.

c. Vecteurs viraux et anticorps dirigés contre le récepteur 4-1BB (CD137)

Ye et al. ont démontré que la transfection de cellules murine de mélanome par
un vecteur rétroviral portant le gene codant le scFv du récepteur 4-1BB, membre de la
famille des récepteur du TNF qui permet l'activation des lymphocytes T lorsqu'il est
activé, améliore la réponse immunitaire antitumorale, par rapport au ligand naturel

lui méme, 4-1BBL (Ye Z et al., 2002).

d. Vecteurs viraux et anticorps dirigés contre DR5

Une autre étude rapporte une suppression significative, dans un modele murin,
de la croissance tumorale des cancers des poumons ou du foie, apres avoir fait
exprimer un scFv spécifique du récepteur de mort 5 (DR5 : Death Receptor 5), par un

AAV (Shi J et al., 2006).

e. Vecteurs viraux et anticorps dirigés contre un marqueur tumoral

Des lymphocytes T ont été transduits par un vecteur rétroviral codant pour un
scFc spécifique de marqueur de cellule de cancer rénal. Ces lymphocytes T ont été
utilisés dans des essais cliniques pour traiter des patients avec des métastases rénales

et ont présentés des résultats prometteurs (Lamers CH et al., 2004).
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Les études concernant l'utilisation de vecteurs viraux dans les thérapies

monoclonales sont plutét récentes et majoritairement au stade d'études précliniques.

Conclusion de la troisieme partie @ Ainsi, dans le cadre de Ilimmunothérapie
antitumorale, les vecteurs viraux offrent de nombreuses possibilités d'association avec
des stratégies préexistantes, qu'il s'agisse de virothérapie oncolytique, ou comme nous
avons pu le voir l'efficacité antitumorale est augmentée ou qu'il s'agisse de thérapie
monoclonale, ou 14, les cotits de production seraient diminués et lI'obtention d'anticorps
sans impureté serait possible. Cependant, les recherches dans le domaine de Ia
virothérapie oncolytique sont bien plus avancées et font l'objet de nombreux essais
cliniques, et méme s'ils donnent des résultats encourageants dans de nombreuses
stratégies, il ne faut pas perdre de vue qu'il s'agit de virus, Initialement

potentiellement infectieux et que leur utilisation n'est pas dénuée de risques.
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Quatriéme partie :

Limites et perspectives de l'utilisation des vecteurs viraux
dans I'immunothérapie antitumorale

La thérapie génique utilisant des vecteurs viraux ou non (Verma IM et al,
2005), a largement progressé, des premiéres découvertes et essais cliniques en 1989
(Blaese RM et al., 2005) au premier produit commercial mis sur le marché pour traiter
des bébés souffrant d'un déficit immunitaire gravissime lié au chromosome X en 2000.
Les deux tiers des essais cliniques de thérapie génique font intervenir des vecteurs
viraux, étant donné leur efficacité accrue par rapport aux vecteurs non viraux
(Edelstein ML et al., 2007) et environ 67% des essais cliniques de thérapie génique

concernent les maladies cancéreuses.

Alors que les vecteurs viraux ont présenté un franc succes dans le traitement de
quelques maladies, comme la déficience en enzyme adénosine désaminase (Blaese RM
et al., 1995) et la maladie de Parkinsons (Kaplitt MG et al., 2007) ou dans le domaine
antitumoral, ils possedent également un certain nombre d'inconvénients qui
nécessitent le développement de nouvelles stratégies, pour une sécurité et une

efficacité augmentées.

La mort d'un patient, déficitaire en ornithine transcarbamylase, dans un essai
clinique de thérapie génique en 1999 (Raper DE et al., 2003 ; Couzin J et al., 2005) et
I'induction de leucémies chez des patients atteints de SCID-X en 2003 (Hacein-Bey-
Abina S et al., 2003) ont obligé les autorités a renforcer les régles pour mener des
essails cliniques et augmenter la sécurité des traitements. Récemment, au cours de
I'été 2007, la mort d'un patient dans le cadre d'un essai clinique sur la polyarthrite
rumatoide, a poussé la recherche a remettre en cause l'innocuité des vecteurs AAV
dans les essais cliniques (Hughes V, 2007). Il est apparu évident que notre
connaissance des interactions complexes entre les mécanismes cellulaires, le systeme
Immunitaire et les vecteurs viraux limite le développement de nouveaux traitements
de thérapie génique. Afin de développer des traitements plus efficaces et plus
sécuritaires utilisables en clinique, i1l est nécessaire de comprendre de facon

approfondie le comportement des vecteurs viraux chez les patients.
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A. Vecteurs viraux dans I'immunothérapie antitumorale :
limites et améliorations probables

Un vecteur viral optimal utilisé en immunothérapie antitumorale doit posséder
certaines propriétés : il doit étre capable d'induire une réponse T cytotoxique durable,
et/ou une réponse a médiation humorale, de délivrer de larges cassettes ADN, de ne
pas dépendre d'une immunité préexistante chez 1'hote, d'étre facile a construire, doit
étre peu onéreux, doit étre incapable de se répliquer in vivo, sauf sans le cadre de la
virothérapie, doit avoir de simples conditions de stockage et doit avoir prouvé son
mnocuité clinique et étre facile a administrer.

Malheureusement, presque tous les vecteurs présentent une propriété néfaste

pour une stratégie thérapeutique donnée.

Vecteur viral Niveau Durée Capacité Immunogénicité Références
d'expression du d'expression transduction
transgene
Retrovirus moyen long (intégration) | Pas dans les cellules | faih]e Anson DS, 2004
qui ne se divisent pas

Lentivirus élevé long (intégration) | oui faible Quinonez R ez al.,
2002

Adénovirus ¢levé éphémere oui élevée Zhang W, 1999

AAV moyen long oui faible Goncalves  MA,
2005

HSV ¢levé éphémere oui élevée Epstein et al,
2005

SVF ¢levé ¢phémere oui élevée Lundstrom K,
2003

Tableau 3 @ Caractéristiques des vecteurs viraux utilisés dans limmunothérapie

antitumorale (Collins SA et al., 2008)

Les plus importantes limites sont 1'i'mmunogénicité du vecteur, et l'insertion

potentielle de mutations lors d'une intégration du génome viral.
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. Vecteurs viraux et immunogénicité potentielle

a. Vecteurs viraux et immunogénicité : exemple tragique

Le 17 septembre 1999, toute la communauté scientifique rentre en émoi lorsque
Jesse Gelsinger, un jeune homme de 18 ans atteint d'un déficit en ornithine-
transcarbamylase (OTC, enzyme hépatique impliquée dans le métabolisme de
l'ammoniac) décéde a la suite d'un état de choc provoqué par l'injection de 3,8.10%
particules d'adénovirus portant le gene OTC par voie intra-artérielle hépatique. On
peut étre surpris du fait que Jesse ait subit cette thérapie génique, sa maladie étant
peu sévere. Méme si on a pu attribuer la réaction fulminante de ce patient a une
sensibilité personnelle, la suspicion s'est installée : l'adénovirus peut tuer méme
quand il s'agit d'un vecteur théoriquement moins immunogene, un vecteur de 2éme
génération, amputé des genes E1 et E4. Le comble étant que le virus s'est retrouvé
disséminé dans tous les organes du jeune homme, mais que le transfert du gene de
I'OTC au foie fut extrémement faible. Aucun des autres patients de l'essai clinique
n'avait d'ailleurs exprimé le transgene de facon significative. La prise de conscience
associée a ce dramatique événement a sans doute amené les vectorologistes a
s'intéresser de plus pres a 1'évaluation des parametres de I'immunité contre les virus

utilisés comme vecteur chez les futurs candidats a la thérapie génique.

Non seulement I'immunogénicité des vecteurs peut mener a de graves effets

secondaires mais elle peut aussi nuire a l'efficacité du traitement désirée.

b. Vecteurs viraux et immunogénicité : diminution de l'efficacité

i. Vecteur viral et induction d'une réponse immunitaire

L'immunogénicité du vecteur est le facteur le plus important intervenant dans
la sécurité du patient qui recoit un traitement mettant en ceuvre des vecteurs viraux.
Cette immunogénicité provient usuellement, de protéines virales ou de leur capacité a

infecter des cellules dendritiques ou encore les macrophages. Premierement, la

168



réponse innée de 1'hote produit des cytokines, induit une réponse cellulaire
inflammatoire non spécifique et conduit a la neutralisation du virus par le
complément. Seulement cette réponse immunitaire peut conduire a 1'élimination du
vecteur et des cellules transduites, diminuant ainsi la durée du traitement attendue
(Bessis N et al, 2004). Secondairement la réponse immunitaire adaptative est
rapidement déclenchée pour neutraliser le vecteur (Harding JA et al, 1997),

empéchant toute réutilisation du vecteur ultérieurement.

Le facteur limitant de l'utilisation des adénovirus, vecteurs les plus prisés
(Ghosh SS et al., 2006), réside dans la réponse immunitaire innée du patient et la
présence d'anticorps préexistants, détectables chez 97% des individus (Chirmule N et

al., 1999) a cause d'exposition préalable au virus sauvage.

Comparativement aux adénovirus, 1'AAV représente un autre vecteur
Iintéressant et est connu pour déclencher une légere ou pas de réponse immune innée
(Zaiss AK et al., 2005), comme les retrovirus ou les lentivirus. Avec 'AAV, la quantité
d'anticorps neutralisants préexistants varie avec le sérotype : de 80% pour le sérotype
2 a environ 0% pour le sérotype 5 (Raper SE et al., 2003 ; Halbert CL et al., 2006 ;
Tenenbaum L et al, 2003), d'ou une possible diminution de l'efficacité thérapeutique
lors de leur utilisation. Dans des essais cliniques contre 1'hémophilie, I'administration
d'AAV a augmenté la quantité d'anticorps neutralisants (Manno CS et al, 2003) et il
en a résulté la destruction des hépatocytes transduits, limitant ainsi I'expression du
transgéne a huit semaines (Manno CS et al, 2006). Aujourd'hui, les récents effets
indésirables (Kaiser J, 2007) et les conclusions sur les carcinomes hépatiques
(Donsante A et al., 2007) obligent a une réévaluation de l'innocuité des AAV dans le

contexte de la thérapie génique.

Dans le cadre des traitements anticancéreux, l'activation immune peut
intensifier les défenses naturelles contre la tumeur (Sandmair AM et al, 2000 ;
Immonen A et al, 2004), ce qui est positif ; cependant ces réactions ne sont pas
recherchées dans les autres tissus comme le foie, les poumons ou le myocarde,

requérant ainsi des méthodes spécifiques d'administration ou de ciblage pour limiter
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la biodistribution virale uniquement aux tissus ciblés.

ii. Vecteurs viraux et excrétion virale

L'excrétion dans l'environnement de vecteurs viraux par les patients traités doit
étre considérée. Une récente étude sur 1619 patients a montré qu'il existe des
différences au niveau de l'excrétion virale probable dans le milieu. Apparemment les
adénovirus n'ont montré presque aucune excrétion extérieure apres une injection dans
une tumeur cérébrale, alors que dans six publications sur huit faisant intervenir des
rétrovirus, sont reportés des signes positifs d'excrétion (Schenk-Braat EA et al., 2007).
Méme si ces risques d'excrétion peuvent étre prévenus dans le cadre d'essais cliniques,
une utilisation ultérieure en pratique courante ne pourra avoir lieu sans réévaluation

de ces risques d'excrétion.

iii. Vecteurs viraux, immunogénicité et immunothérapie antitumorale

Des stratégies ont été développées pour contrer l'immunogénicité du vecteur
dans le cadre de la thérapie génique. Pourtant d'autres recherches, notamment dans
la lutte anticancéreuse, cherchent a exploiter la capacité du vecteur a stimuler une
réponse immunitaire pour améliorer son potentiel thérapeutique. En effet, dans le
cadre de de stratégie de primovaccination contre un TAA, par exemple, l'induction
d'une réponse immunitaire contre le transgene est spécifiquement recherchée.

Le probleme posé par les ré-administrations peut étre contré par l'utilisation
d'un autre vecteur ou en « capant » le méme vecteur.

L'utilisation de vecteurs viraux pour transduire des cellules ex vivo, telles que
CD, cellules cancéreuses, lymphocyte permet de ne pas se soucier de ces problemes

d'immunogénicité du vecteur.
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Il. Vecteurs viraux : réduction des effets secondaires

a. Vecteurs viraux et doses efficaces

Comme toute substance pharmaceutique, la dose et la puissance du vecteur
administré sont importants en thérapie génique. Pour les vecteurs viraux, ces
propriétés dépendent des processus de production et de purification, qui doivent
optimiser la quantité de particules virales infectieuses par rapports aux particules
défectueuses (Rodrigues T et al., 2007 ; Grieger JC et al., 2005 ; Baekelandt V et al.,
2003).

L'augmentation de la concentration locale en virus par une administration
spécifique ou une méthode de ciblage peut permettre de diminuer la dose totale

administrée au patient, limitant ainsi les possibles effets secondaires systémiques.

b. Vecteurs viraux et voie d'administration

i. Transduction ex vivo

Pour échapper aux réactions immunes et augmenter le controle sur la
transduction, les méthodes ex vivo ont été utilisées, comme nous l'avons vu en
deuxiéme partie, & la place des administrations in vivo (Heyde M et al, 2007). Les
conditions in vitro offrent un meilleur controle de la transduction et une plus grande
sécurité mais ces méthodes sont limitées a certaine applications et sont souvent

laborieuses.

ii. Transduction in vivo : administration intratumorale ou systémique

e Vecteurs viraux et administration systémique

Traditionnellement l'administration de drogues au patient est suivie d'une
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distribution systémique par la circulation sanguine. Afin d'atteindre les concentrations
thérapeutiques de vecteur dans le tissu cible, de hautes doses systémiques sont
nécessaires engendrant un risque accru d'effets secondaires chez le patient. On peut
cependant essayer d'augmenter la sécurité des patients en ciblant les tissus, par
exemple, par l'utilisation de promoteurs spécifiques des tissus cibles, 1'utilisation de
promoteurs régulables (Sadeghi H et al, 2005), ou l'utilisation de thérapie géne
suicide faisant intervenir un couple enzyme/prodrogue comme HSV-tk et ganciclovir

(Van Dillen I et al., 2002).

e Vecteurs viraux et administration intratumorale

Les injections intratumorales représentent une méthode de routine pour
délivrer des génes par des vecteurs viraux, afin d'augmenter le transport des vecteurs
dans le tissu tumoral et réduire le toxicité systémique. Cependant la concentration du
produit du transgene est anormalement haute dans les organes normaux, comme le
foie. Il semblerait que cette concentration anormale dans les tissus normaux soit causé
par une dissémination des vecteurs viraux a partir de la tumeur. C'est ce qu'ont
prouvé Wang Y et al en 2003 : il existe une réelle dissémination systémique des
vecteurs viraux apres une injection i.t., ce qui n'exclut donc pas le risque d'effets
secondaires systémiques et peut nuire a l'efficacité du traitement également (Wang Y

et al., 2003).

c. Vecteurs viraux et ciblage par modification de surface

La capacité des virus a transduire différents types cellulaires, a provoquer une
réponse immunitaire ou a résister a l'activation du complément, dépend des propriétés
des protéines de surface du virus. Afin d'influencer les interactions entre les virus et la
surface cellulaire, les protéines de surface virales peuvent étre modifiées, enlevées ou
remplacées. Typiquement, les rétrovirus et lentivirus sont pseudotypés pour élargir
leur tropisme, accroitre leur rendement de production et améliorer leur innocuité, le

plus souvent avec la protéine G du virus de la stomatite vésiculeuse VSV-G (Cronin J
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et al., 2005).

Changer les glycoprotéines de surface d'un virus enveloppé est faisable ; il n'en
est pas de méme pour les virus non-enveloppés qui requierent des approches
différentes. L'attachement de la capside virale (adénovirus de type 5) est dépendant de
récepteurs CAR (coxsackie-adenovirus receptor) exprimés sur les tissus cibles. La
quantité de CAR est souvent faible dans les tissus tumoraux, ce qui limite la
transduction par les adénovirus dans de nombreux types de cancers (Mizuguchi H et
al., 2004). C'est pourquoi diverses approches ont été utilisées pour augmenter cette

transduction (Rein DT et al., 2006).

La modification peut se faire chimiquement ; parmi les méthodes les plus usitées :
- insertion de ligands spécifiques au niveau de la boucle HI de la fibre
adénovirale (Work LM et al., 2004) ;
- attachement de molécules sur la capside (Parott MB et al., 2003) ;
— altération chimique des protéines de capside (Turunen MP et al., 2002).
La combinaison de ces techniques a aussi été utilisée par I' équipe de Kreppel en 2005

(Kreppel F et al., 2005).

La modification peut se faire génétiquement : le facteur limitant le plus
important pour recouvrir des adénovirus viables par méthode génétique est le
repliement correct de la fibre modifiée. Dans le cas contraire, 1l en résulte une
diminution spectaculaire du titre viral et par conséquent, une réduction de la

transduction (Magnusson MK et al., 2002).

Les adénovirus couplés chimiquement a du polyéthyléne glycol (PEG) se lient
moins aux anticorps neutralisants (Chillon M et al., 1998 ; O'Riordan CR et al., 1999)
et leur temps de demi-vie est alors augmenté apres une administration systémique
(Ogawara K et al., 2004). Les adénovirus ont aussi été modifiés pour empécher leur
liaison aux récepteurs CAR initiaux, ce qui diminue la toxicité et favorise le ciblage du

virus vers différents types cellulaires (Koizumi N et al., 2006).
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A mi-chemin entre la modification génétique et la modification chimique de la
surface virale, il existe des systemes permettant de couvrir le virus avec une large
sélection de ligands. Les baculovirus et adénovirus ont été construits avec un domaine
de liaison d'immunoglobuline G de synthese et ont montré une activité fonctionnelle
(Mottershead DG et al, 2000 ; Volpers C et al, 2003). Ces vecteurs autorisent
I'exposition d'anticorps a leur surface, permettant l'utilisation de nombreux anticorps
spécifiques de tissus. Une autre méthode consite a utiliser des réactifs cross-linkers,
comme les anticorps bi-spécifiques, pour permettre un rapprochement moléculaire
entre le vecteur et le ligand ciblé (Choi VW et al, 2005). Les vecteurs biotinylés
permettent d'élargir la sélection de différentes molécules en utilisant 1'avidine comme
réactif cross-linker (Purow B et al, 2005 ; Parott MB et al, 2003). De méme,
I'exposition de l'avidine permet l'utilisation de ligands biotinylés pour augmenter la
transduction et le ciblage (Purow B et al., 2005 ; Raty JK et al., 2005 ; Raty JK et al.,
2006). Alors que les différentes méthodes de modification de capside pour les
adénovirus ont largement été publiées, aucune d'entre elles n'est encore entrée sur le

marché.

En modifiant la surface de vecteurs viraux, on se doit de considérer que les
modifications de la surface virale peuvent affecter la biodistribution virale et donc,
potentiellement affecter la sécurité du patient ; il apparait donc nécessaire de tester de
facon satisfaisante cette biodistribution afin de fournir des données sur les

conséquences de ces modifications sur la cinétique virale in vivo.

lll. Vecteurs viraux et risques liés a l'intégration

a. Exemple tragique 2 : les vecteurs viraux peuvent tuer

Actuellement une seule stratégie, celle employée par Alain Fischer et Marina
Cavazzana-Calvo, visant a traiter l'incapacité a développer des réponses immunitaires
de nouveaunés atteints d'immunodéficience séveére (SCID, Severe Combined

Immunodeficiency) peut étre considérée comme une réussite avec cependant une
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situation complexe car cette stratégie est parfois a l'origine d'effets secondaires graves.
En 1998-99, de tres jeunes enfants atteints du SCID-X souffrant d'une
immunodéficience (les "bébé bulles") ont recu un traitement visant a rendre actif leurs
lymphocytes T déficients. Plus précisément, la thérapie consistait a insérer un gene
fonctionnel restaurant la fonctionnalité d'un récepteur de l'interleukine 2. La
mutation de certaines protéines de ce récepteur empéche ces malades de disposer
d’'une réaction immunitaire efficace les rendant sensibles a toutes les infections
opportunistes. Dans un premier temps, l'entreprise s’est révélée étre une réussite
totale avec la guérison des patients (Cavazzano-Calvo et al, 2000) : la plupart des
bébés ont pu sortir de leur bulle et vivre normalement. Cependant, quatre de ces
patients sur la vingtaine d'enfants traités par ce type de thérapie ont développé une
leucémie apres quelques années. De nombreuses données convergent pour penser que
le type de vecteur utilisé pourrait s'intégrer dans des régions sensibles du génome, et
en dérégulant certains génes, comme le proto-oncogéne LMO2 (Hacein-Bey-Abina S et
al, 2003) (un géne fréquemment retrouvé activé dans des lymphomes naturels)
pourrait participer a ces formes de leucémies induites. On peut corréler cette
intégration du vecteur a la multiplication anarchique des globules blancs encore
indifférenciés a l'origine de la leucémie. Il s'agirait donc bien d'un effet secondaire
directement imputable a la stratégie elle-méme, méme si le développement de ce type
de leucémie n'a pas été décelé dans la majorité des patients impliqués dans les divers

essais cliniques de ce type.

b. Vecteurs viraux et intégration au génome

Alors que la transduction par les adénovirus se révele transitoire et diminue au
cours des semaines, les vecteurs rétroviraux et lentiviraux integrent leurs transgenes
dans le génome de 1'hote avec une expression stable dans le temps a moins d'utiliser
un promoteur silencieux (Ellis J, 2005). Il a été observé que l'intégration rétrovirale se
produit souvent au niveau de site activement exprimés, présentant alors une menace
possible pour le patient. La découverte des leucémies rapportées lors des essais contre
le SCID-X wutilisant des cellules de moelle osseuse transduites, a provoqué un

important débat sur les risques liés a 'utilisation de vecteurs intégratifs (Woods NB et
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al., 2006 ; Trasher AJ et al, 2006 ; Pike-Overzet K et al.,2006). L'intégration
rétrovirale proche du promoteur du proto-oncogene LMO-2 semble étre la cause de
l'apparition de ces deux cas de leucémie (Hacein-Bey-Abina S et al, 2003). Les
solutions qui se présentent pour résoudre le probléeme sont de diriger I'ADN rétroviral
vers un site prédéterminé ou d'isoler le promoteur viral avec un isolant de chromatine
(Yi Y et al, 2005). Cependant, une étude utilisant une protéine de fusion composée
d'une intégrase-HIV et d'une protéine se liant a 'ADN, a montré que des intégrations
au hasard se produisaient toujours in vitro (Tan W et al, 2006). L'avantage de
I'utilisation de vecteurs lentiviraux pour transduire des cellules quiescentes a conduit
au développement de vecteur lentiviraux défectifs pour l'intégrase présentant deux

mois d'expression in vitro (Vargas J Jr et al., 2004) et efficaces in vivo (Philippe S et

al., 2006).

Des promoteurs spécifiques de tissus ou des activateurs de transcription, comme
le facteur induit pas hypoxie (HIF), peuvent étre utilisés pour que l'expression du
transgéne se fasse dans les tissus sélectionnés (Sadeghi H et al., 2005 ; Lee JW et al.,
2004). Cette méthode est souvent employée pour compenser le peu de vecteurs viraux
spécifiques de cellule, permettant ainsi au vecteur de pénétrer dans des types
cellulaire variés et exprimer le transgene uniquement dans les cellules selectionnées.
L'inconvénient de ces promoteurs spécifiques de tissu et de ces facteurs métaboliques
est qu'ils sont souvent plus faibles que les promoteurs constitutifs comme le promoteur
du cytomégalovirus. Cependant, ils peuvent étre modifiés pour obtenir une plus forte
expression du geéne, par exemple en introduisant une boucle de rétrocontrole positif en
utilisant des activateurs transcriptionnels (Nettelbeck DM et al., 1998) ou en ajoutant
des éléments stabilisateurs d'ARN labiles comme le stabilisateur post transcriptionnel
du virus de 1'hépatite de la marmotte d'Amérique (FWPRE, Woodchuck hepatitis virus
regulation element) (Lee YB et al., 2005). Finalement il apparait que les systémes de
promoteurs spécifiques de tissus peuvent apporter une sécurité ajoutée a la thérapie
génique, cependant on ne sait toujours pas si la fenétre thérapeutique peut étre
atteinte avec toutes ces conditions, en gardant une expression extrémement

spécifique.
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B. Utilisation des vecteurs viraux dans I'immunothérapie
antitumorale a venir

Les colts des équipements d'imagerie non invasive, tels que les TEP scan
(tomographie par émission de positrons), TEMP scan (tomographie d'émission
monophotonique) et IRM (Raty JK et al., 2007) ont diminué, permettant ainsi un accés
accru aux chercheurs au développement poussé d'images de vecteurs. Ces images
peuvent étre un outil valable aussi bien pour son utilité en clinique chez le patient que
pour le développement de nouveaux vecteurs ciblants. La capacité a détecter la
biodistribution du vecteur et 'expression du gene de traitement pourra étre essentielle
dans le futur pour surveiller exactement l'efficacité du traitement et la sécurité du

patient.

La combinaison des modifications de surface virale et de promoteurs spécifiques
semble étre un bon moyen de réduire les effets secondaires de l'administration de
particules virales in vivo. Cependant l'apport de cette spécificité cotte peut étre a
I'efficacité de transduction. En commencant avec une importante expression et un bon
ciblage, la combinaison des deux pourrait, dans l'absolu, étre suffisante pour atteindre
la fenétre thérapeutique propre a différentes maladies. Le développement de
combinaisons d'approches thérapeutiques pourrait étre prometteur dans

I'i'mmunothérapie antitumorale.

I. Vecteurs viraux et associations de stratégies

Comme nous l'avons évoqué en troisieme partie, l'association de l'utilisation de
vecteurs viraux a d'autres stratégies telles que la virothérapie ou les thérapeutiques
monoclonales se révele, dans les études précliniques ou cliniques, souvent plus efficace

que les stratégies prises seules.
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a. TRICOM

i. Stratégie

Des études ont montré que les vecteurs codant pour des molécules
immunostrimulatrices et des TAA apportaient de meilleurs résultats, avec une
augmentation de la réponse immunitaire dirigée contre le TAA. C'est ce que nous
avons évoqué en rapportant 1'étude de Chen Y et al., 2001, ou le vecteur est porteur du

géne de ErbB-2/neu et I'[L-12.

L'approche TRICOM va un peu plus loin en utilisant une triade de molécules de
costimulation (TRIad of Costimulatory Molecules) qui sont B7-1, ICAM-1 et LFA-3.
Cette approche permet d'augmenter la réponse cellulaire T envers un TAA a des
niveaux bien plus importants que lors de la combinaison de la présentation de TAA
avec une ou deux molécules de costimulation (Aarts WM et al, 2002). De nombreuses
études ont déja été conduites pour démontrer l'efficacité de cette approche avec des
TAA, tels que le CEA (antigéne carcinoembryonnaire) ou PSA (antigéne spécifique de
la prostate) utilisant le virus de la vaccine ou d'autres vecteurs poxviraux, rapportées

dans l'article de Garnett CT et al. en 2006.

ii. Applications actuelles

e Prostvac™ : un vaccin thérapeutique en développement

Prostvac™ est un vaccin thérapeutique contre le cancer de la prostate au
dernier stade de son développement clinique. Il est constitué d'un vecteur recombinant
dérivé du virus de la vaccine pour la primo-vaccination, suivi de multiples rappels
utilisant un vecteur recombinant dérivé du fowlpox virus. Les deux vecteurs
contiennent pour transgenes le PSA et TRICOM. La vaccine portant PSA-TRICOM
infecte les CPA qui présentent par la suite le PSA et les molécules de costimulation a
leur surface. L'interaction entre ces cellules et les cellules T initie une réponse

immunitaire et conduit a une destruction des cellules tumorales.
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Les essais clinique de phase I ont indiqué une toxicité négligeable, les essais de
phase II ont suggéré une meilleurs survie aprés le traitement par Prostvac™,
spécialement chez les patients atteints de maladie indolente. Les données précliniques
et cliniques indiquent que les radiations, les thérapies hormonales, et chimiothérapie
peuvent étre combinées a Prostvac™ pour augmenter l'efficacité vaccinale. Un essai
clinique de phase III est prévu chez les patients atteints de cancer de la prostate

métastatique résistant a la castration (Madan RA et al., 2009).

e TG4010 : statut « Fast Track » pour le traitement du cancer du poumon

TG4010 est en cours de développement pour le traitement du cancer du poumon

«non a petites cellules» (NSCLC : non small cell lung cancer) au stade métastatique,
associé a une chimiothérapie de premiere ligne.
L'obtention du statut « Fast Track » est une nouvelle étape apres la validation par la
FDA (Food and Drug Administration) de la poursuite du développement clinique dans
une étude de phase III, obtenue en juin 2009 aprés examen des résultats positifs de
phase IIb controlés.

Le programme « Fast Track » a été mis en place par la FDA pour faciliter le
développement et accélérer la revue réglementaire de nouveaux produits a fort
potentiel thérapeutique destinés au traitement de maladies graves ou mortelles sans
solutions médicales adéquates. Les produits ayant recu ce label bénéficient
généralement d'une revue prioritaire et accélérée du dossier d'autorisation de mise sur

le marché de la part de la FDA.

TG4010 est construit a partir d'un virus de la vaccine recombinant exprimant
I'antigéne MUC1 et IL-2 humaine. TG4010 a pour roéle d'induire des réponses
Immunitaires a la fois innées et adaptatives. La protéine MUC1 est une mucine
hautement glycosylée, trouvée normalement a la surface apicale des cellules
épithéliales de nombreux types de tissus. Dans les cellules tumorales, plusieurs
modifications de la protéine MUC1 surviennent : surexpression, hypoglycosylation et
changements de la localisation cellulaire. Ces changements font de la protéine MUC1

une cible de choix pour I'immunothérapie. TG4010 exprime la totalité de la séquence
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de MUC1 et peut donc déclencher une réponse immunitaire contre l’ensemble des
épitopes de MUCI1. La stratégie consiste donc a induire l'expression de l'antigene
MUCI1 dans un environnement non tumoral, c'est-a-dire la ou le systéme immunitaire

est totalement fonctionnel, afin d'induire une immunité a la fois innée et adaptative.

Par ailleurs, l''mmunothérapie s'est focalisée sur la déplétion des LT

régulateurs.

b. Inactivation des Treg

i. Définition des Treg

Les lymphocytes T CD4+ CD25+ régulateurs naturels (Treg) jouent un réle
capital dans le maintien de la tolérance périphérique au soi, leur absence conduisant
au développement de syndromes lymphoprolifératifs auto-immuns. Les Treg sont
également impliqués dans le controle des réponses immunitaires anti-infectieuses et
ont un role délétere lors des réponses immunitaires antitumorales. Il a été récemment
découvert qu'ils se localisaient préférentiellement au niveau des tumeurs,
s'accumulant et encombrant la tumeur (Yu P et al., 2005). Il semblerait que les Treg
sont impliqués dans les mécanismes d'échappement des tumeurs au systeme

immunitaire (Terabe M et al., 2004).

ii. Vecteurs viraux et Treg : application

Les expériences de déplétion des Treg associée a 1'utilisation de vecteurs viraux
apportant des génes d'immunostimulation en sont encore a leurs débuts. Elia et al. ont
combiné l'utilisation d'un adénovirus porteur du CEA a une déplétion de Treg. Les
résultats de cette étude préclinique chez la souris ont montré une diminution des
tumeurs primaires et des métastases hépatiques alors qu'aucune réponse n'a été
observée dans le groupe vacciné avec juste 1'adénovirus porteur du CEA (Elia L et al.,

2007).
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c. Vaccination double utilisant deux types de vaccin différents dirigés contre le
méme antigéne

(Boehm et al., 2009)

i. Stratégie

Les études comparatives de deux (ou plus) types de vaccins ont historiquement
évalué chaque type de vaccin et son habilité a induire une réponse immunitaire, et pu
conclure que tel vaccin est plus efficace qu'un autre, conduisant a une

recommandation du plus efficace pour le développement d'essais cliniques.

Une étude récente a supposé que l'utilisation de deux types de vaccins
concomitant ciblant le méme antigene pourrait induire deux populations dictinctes et
partagées de cellules T spécifiques de l'antigene. Cette étude examine donc la
possibilité d'utiliser ensemble deux types de vaccins différents : un poxvirus

recombinant et vaccin a base de levures.

ii. Resultats

Cet essai démontre pour la premiere fois que la vaccination avec un vecteur
poxviral recombinant (+V/F-CEA/TRICOM) ou un vaccin a base de levures tuées par la
chaleur (yeast-CEA) provoque deux populations de cellules T fonctionnelles, avec des

caractéristiques phénotypiques uniques.

L'intérét de cette étude est la démonstration de la possibilité d'induire une
population de cellules T diversifiée, cependant dirigée contre le méme antigene et qui
conduit a une augmentation de l'efficacité antitumorale. Ainsi, les prochains essais
cliniques développeront sans doute cette approche afin de déterminer son utilisation

probable chez 'Homme.

Les différents déplorables « accidents » apparus en thérapie génique n'auront
que partiellement freiné la recherche dans le domaine de I'immunothérapie
antitumorale faisant intervenir les vecteurs viraux. Les différents études précliniques,
lorsqu'elles sont convaincantes, aménent aux essais cliniques qui ne sont parfois pas

aussi satisfaisants que prévu. Cependant, les quelques rémissions totales de certains
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patients, les améliorations cliniques observées auront été une réelle avancée, pour le
patient lui-méme et pour la recherche qui ne cesse de progresser, preuve en est le
prochain vaccin Prostvac. Aux vues de la complexité des mécanismes tumoraux et
Immunitaires, de l'interaction entre le vecteur viral et 1'hote, 1'apparition d'un produit
anticancéreux miracle n'est pas encore d'actualité. Il semblerait néanmoins que

I'utilisation de stratégies combinées soit prometteuse.

Il. Vecteurs viraux et immunothérapie antitumorale : une application

vétérinaire ?

Les vecteurs viraux sont déja largement utilisés en médecine vétérinaire, non pas dans le
domaine de I'immunothérapie antitumorale, mais dans le cadre de médecine préventive. En effet, il
existe un certain nombre de vaccins a vecteurs viraux utilisables dans différentes especes. 12
vaccins basés sur des vecteurs viraux sont couramment utilisés (Tableau 5) et d'autres sont en cours

de développement.

Recombinant viral Target pathogen Target  Target antigen Brand name Distributor

vector species

ALVAC (plus tetanus toxoid ~ Equine influenza virus Horses  HA(Kentuckyand  ProtegFlu-Te (Europe) Merial

and Carbopol adjuvant) Newmarket strains)  Recombitek (USA)

ALVAC West Nile Virus (WNV) Horses PreM-Env Recombitek Equine WNV  Merial

ALVAC Rabies virus Cats Glycoprotein G Purevax Feline Rabies Merial

ALVAC Feline leukaemiavirus (FelV) Cats Env, Gag-Pol Purevax FelV Merial

ALVAC Canine distemper virus Dogs HAand F RECOMBITEK rDistemper  Merial

ALVAC Canine distemper virus Ferrets HAand F Purevax Ferret Distemper  Merial

Fowlpox virus (FPV) Avian influenza virus and FP'Y Poultry H5 HA Trovac Al HS Merial

FPy Newcastle disease virus (NDV) and FPV  Poultry HN and F Vectormune FP-N Biomune

Vaccinia virus Rabies virus Wildlife  Glycoprotein G Raboral Merial

NDV (LaSota strain) Avian influenza virus and NDV Poultry  H5HA NewH5 Avimex

Flavivirus YFV-17D WHNV Horses preM-Envof WNVin  PreveNile Intervet

{live chimeric virus) YFV-17D backbone

HVT (live chimeric virus) IBDV and Marek's disease virus Poultry  VP2ofIBDVinHVT  Vaxxitek HVT + IBD Merial
backbone

ALVAC, attenuated canarypox virus; Env, envelope protein; Gag, group-specific antigen; F, fusion antigen; H5 HA, HA frem influenza virus H5; HA, haemagglutinin;

HN. haemagglutinin-neuraminidase protein; HYT, Turkey herpesvirus; IBDVY, infectious bursal disease virus; Pol, polymerase; preM, pre-membrane protein; VP2,

viral protein 2: YFV-170, attenuated yellow fever virus strain 170,

Tableau 4 - Vaccins vétérinaires a base de vecteurs viraux accrédités pour l'utilisation
commerciale

(Draper SJ et al., 2010)

182



Pourtant ces technologies font encore face a la difficile compétition apportée par
les vaccins classiques atténués ou inactivés, qui sont souvent plus faciles a produire.
Controler 1'influenza aviaire représente un véritable challenge économique et requiert
des stratégies de vaccination de masse comme l'administration dans 1'eau de boisson,
par des sprays aérosols ou par immunisation dans l'ceuf (Swayne DE et al, 2008).
Garder un faible colGt de ces voies d'administration, tout en gardant l'efficacité du

vaccin est un réel défi pour les technologies de vecteurs viraux recombinants.

L'immunothérapie antitumorale vétérinaire n'existe actuellement pas
autrement que dans les essais précliniques ; mais il ne s'agit pas dans ce cas de
médecine vétérinaire a proprement parler. Il est déja bien difficile en pratique, de faire
un diagnostic précis d'une quelconque tumeur ou d'un cancer. Quand c'est possible, la
décision de chirurgie est souvent prise mais rarement suivie de protocoles de
chimiothérapie ou radiothérapie. Ces thérapeutiques, classiques chez I'Homme, ne
sont pas tres répandues chez l'animal, pour des raisons de motivation, de colut et de

résultats pas forcément spectaculaires pour le propriétaire.

Cependant, la cancérologie vétérinaire est un domaine en plein essor avec une
médicalisation croissante et un vieillissement des animaux. Les moyens
thérapeutiques sont semblables a la médecine humaine : chirurgie carcinologique,
chimiothérapie, radiothérapie. L'utilisation d'anticancéreux n'est pas anodine,
notamment en ce qui concerne la sécurité de l'environnement et réfrene de nombreux
praticiens. Les especes concernées sont les animaux de compagnie, les chevaux et les
NAC. Actuellement I'immunothérapie n'étant pas développée, 1'utilisation des vecteurs
viraux se limite donc a la vaccinologie dans le cadre de médecine préventive

vétérinaire.

Conclusion de Ila quatrieme partie l'utilisation de vecteurs viraux dans
limmunothérapie antitumorale s'est beaucoup développée ces dernieres années. Ce
domaine présente des avancées trés prometteuses avec la sortie de spécialités
commerciales intéressantes mais néanmoins garde des points d'ombre.

L'immunothérapie antitumorale comporte de multiples stratégies complexes, faisant
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intervenir des vecteurs, qui semblent pouvoir étre associées afin d'obtenir de meilleurs

résultats.
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Conclusion

L'immunothérapie offre de nombreuses stratégies de traitements contre le cancer, toutefois,
l'efficacité thérapeutique est encore entravée par un transfert de géne pas toujours efficace. Les
vecteurs viraux apparaissent comme de bons véhicules pour les stratégies d'immunothérapie. Ils
sont souvent tres efficaces ; certains permettent une expression a long terme et d'autres peuvent
infecter des cellules en division ou non. Certains ont été identifiés comme des candidats idéaux
adaptés a une stratégie particuliere ; c'est le cas des vecteurs dérivés du SFV qui présentent des
caractéristiques adaptées pour les stratégies vaccinales, alors que les vecteurs AAV assurent une
expression longue mais moins importante du transgene, ce qui est idéal pour délivrer des cytokines
qui seraient toxiques a haute dose. Les vecteurs viraux apparaissent comme des outils tres
prometteurs dans I'immunothérapie antitumorale et ont déja apporté des résultats tres intéressants et
encourageants dans certains essais précliniques et cliniques, notamment la régression totale d'une
tumeur vaginale chez une femme, un exemple parmis tant d'autres. Certaines spécialités sont
quasiment prétes a étre utilisées a grande échelle (Prostvac™), d'autres le sont déja en Chine (AMM
de H101, virus oncolytique).

Cependant il reste encore de nombreuses interrogations concernant l'utilisation de ces
vecteurs viraux ; particulierement le risque inhérent de mutagénése et I'immunogénicité de ceux-ci,
avec en mémoire les différents « accidents » dramatiques survenus lors d'essais cliniques de
thérapie génique utilisant des virus. Les efforts s'intensifient pour trouver des solutions a ces
obstacles et augmenter la sécurité de leur utilisation. Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue que les
patients participant aux essais cliniques sont des malades dont l'affection progresse malgré les

traitements conventionnels et qu'il s'agit pour la plupart de traitement de la « derniere chance ».
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Annexe 1 : Caractéristiques et résultats des patients de I'étude de Dummer R et al. 2008

Response
Response” {non-
Dose Patient Stage at MNo. of {injected injected
Cohort  (vp) Schedule (=] Sex  Age Tumor type baseline injections lesions) lesions) Comments
1{m=4) 310" Every3 1 F 48  Imvasive ductal breast Iv 2 PD
weeks cancer
2 F 55 Head and neck cancer® I 1 NE *Primary tumor discovered
after metastases
3 M 56  Adenocarcinoma of the v 3 PD
colon
4 2 | 86 Melanoma v 2 PD *Primmary tumoer
unknown
2(m=3) 3% 10° Every3 F 30 Melanoma v 3 PD
weeks 6 F 35 Primitive w 2 POy
neuroectodermal
tumaor of the kidney
M 64 Melanoma I [ PD
3{m=3) 3x 10" Every 3 & o | 54  Mesothelioma I 2 P
Metks El E 69 Melanoma v 2 PO
10 F 71  Adenocarcinoma v 2 Py
of the gall bladder
4 (m=4) 8 x 10" Every 3 11 | 67  Melanoma I b PD
weeks 12 n 62 Melanoma® I 4 sD *Primary tumor
unkmnown
13 F 49 Melanoma v 2 D
14 M 78 Cholangiocarcinoma v & sD
S5(n=26) 3x 10" Every 3 15 2 | 59  Melanoma I 4 D
yrenks 16 E 28 Melanoma A & PD
17 F 59 Melanoma I oy PR, 5D S0 Two out of three
lesions were treated:
cervical right
(6 2.5 cm), axillary right
(@ 2.9cm); “observed
om noninjected lesion in
right supraclavicular
region
18 o | 53 HRetroperitoneal v 4 Py
liposarcoma
19 M 63 Mesothelioma I 4 Py
21 M 48  Melanoma ™ @ SD S *Observed on liver and
adremal metastases
6(m=23) 3x 10" Every 2 22 ¥ ] 22 Melanoma® v 200 CR,CR Twa lesions both treated:
weeks inguinal right (¢ 1.8.cmj),
cervical right (@ 2.4cm)
Tprimary tumaor
unknowmn; **patient
received =12 injections
23 ot | 60 Squamous cell v 3 1 CR, 1 5D, *Broder’s grade 2 five
carcinoma of ER e lesions out of six were
the skin® treated: three lesions
preauricular (& 2.2 cmg;
@ 2em; @ 1cm)
supraauricular left
(Y 2cm), chin (£ 0.6 cm)
24 F 59 Melanoma I 4 P
Tlnw=26) 3= 10" Every 2 25 E 34 Melanoma w 10 PR *Primary tumor unknown
wieeks + One out of three lesions
dacarbazine were treated: leg right
[ 3. 01cm)
26 F 79 Melanoma I 10 P
27 | Melanoma 11 2 Py
28 M 76 Melanoma 1 P
9 F 68 Melanoma I 12 CR, PR s Two out of three lesions.
were treated: inguinal lefi
proximal (@ 1.8cm) and
distal (€3 1.7cm)
30 Wt 44 Melanoma 11 12 sD S
E({m=06) 3x 10" Every week 31 Il 65 Melanoma v 7 P
32 F 51 Melanoma I & PD
33 F 31 Melanoma 3% & CR, SI» Twe out of five lesions
wiere treated: lower arm
subcubital right (& 1 cm)
and supracubital (O 1 cm)
35 M 54  Melanoma v 3 NE *Primary tumor unknown
36 M 83  Melanoma 1A & Py
37 M 48 Melanoma v 7 PO

Abbreviations: F, fernale; M, male; n, number of patients; NE, not evaluable for clinical response assessment; vp, viral particles.
*Complete Response (CR) is defined as the absence of detectable residual disease maintained for a minimum of 4 weeks, Partial Response (PR} is defined as a =509
decrease in the size of pre-existing lesions in the absence of disease progressicn and n
(500 is defined as any change that did not meet the criteria for CR, PR, or PD. Progressive (isease (PO) s defined as an increase of =25% in the pre-existing lesions or

the appearance of mw lesions,

appearing lesions, maintained for a minimum of 4 weeks. Stable Disease
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Annexe 2 : Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNsb/db : ADN simple brin/double brin

ARN : acide ribonucleique

ARNm : ARN messager

ARNSsb/db : ARN simple brin/double brin

AAV : adenovirus associated virus

ATP : adénosine triphosphate

Ac : anticorps

Ad : adénovirus

Ag : antigene

CAR : coxsackie adenovirus receptor

CPA : cellules présentatrice d’antigenes

BAGE : antigene B du mélanome

BCL : protéine anti-apoptotique («B-cell lymphoma protein»)
BCR : récepteur des lymphocytes B

CD suivi d'un chiffre : marqueur de différenciation (« Cluster of différenciation »)
CD : cellule dendritique

CEA: antigene carcinoembryogénique

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMYV : cytomégalovirus.

CTL : lymphocyte T cytotoxique

DMSO : diméthylsulfoxyde

EBYV : virus d'Epstein Barr

EDTA : éthylene diamine tétraacétate de sodium

EGF : epithelial growth factor/facteur de croissance epitheliale
FGF : facteur de croissance fibroblastique

FITC : isothiocyanate de fluorescéine

FLT3-L : ligand de la fms-like tyrosine kinase 3

GAGE : antigéne G du mélanome

GM-CSF : facteur de croissance des granulocytes-macrophages
gp100: glycoproteine de 100 kDa

GFP : green fluorescent protein

GPI : glycophosphatidylinositol

GTP: guanosine triphosphate

HER-2/meu : récepteur oncogéne a 'EGF

HLA : antigénes des leucocytes Humain (« Human Leucocyte Antigens »).
HPV : papilloma virus humain

HSV : virus Herpes simplex

hTERT : hTERT : human reverse transcriptase telomerase/transcriptase reverse de la
telomerase humaines

1.d. : intradermique

1.m. ! intramusculaire

1.n. ! intranodullaire

L.p.: intrapéritonéal

1.t. : intratumoral

1.v. ! intraveineux

IFN : interféron
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IL : interleukine

IP3 : inositol 1,4,5 triphosphat

kDa : kiloDalton

kpb : kilo paire de base

LPD : complexe lipide-protamine-ADN.

LPS : lipopolysaccharides

LT(c/h) : lymphocyte T (cytotoxique ou helper)

LV : lentivirus

MAGE : "melanoma-associated antigen"”, antigéne associé au mélanome
MAPK : MAP kinase

MART1/MelanA: "melanoma antigen recognized by T cells / melanoma antigen A", antigene A
du mélanome

MEC : matrice extracelllaire

MOI : multiplicity of infection/taux de particules virales par cellule
MUCI1 : mucine 1

MVA : modified vaccinia virus Ankara

NDYV : Newcastle disease virus/virus de la maladie de Newcastle
NK : cellules « Natural Killer »

ORF : cadre ouvert de lecture

PBMC : cellules mononucléées du sang périphérique

PBS : tampon phosphate salin pH = 7,4

PCR : polymerase chain reaction/reaction polyumerase en chaine
PEG : polyéthylene glycol

PEI : polyéthyléneimine

PET : PBS avec 0,02% d’EDTA et 2,5 pg/ml de trypsine

PFA : paraformaldéhyde

PI3K : phospho-inositol-3 kinase

pRB : retinoblastoma protein/proteine du retinoblastome

PSA : antigéne membranaire spécifique de la prostate

SAB : sérum albumine bovine

SmaRT : épissage en trans médié par le spliceosome

TAA : antigéne associé aux tumeurs

TAP : transporteur associé a la présentation antigénique

TCR : récepteur des lymphocytes T

TF : facteur de transcription

TGF-6 : facteur de croissance transformant B

Th : lymphocytes T auxiliaire (« helper »)

TIL : lymphocytes T infiltrés

TK : thymidine kinase

TNF : facteur de nécrose des tumeurs

TNFR : TNF receptor/recepteur du TNF

TRP : enzyme du mélanosome (DOPA chrome tautomérase, « tyrosinase-related protein »)
VEGF : vascular growth endothelial factor/facteur de croissance endotheliale vasculaire
VIH : virus d'immunodéficience humaine

VacV : virus de la vaccine

VSV ! vesicular stomatitis virus/virus de la stomatite vesiculeuse
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animaux et humains. L'objet de cette thése est de faire un état des lieux sur
I'utilisation des vecteurs viraux dans les stratégies d'immunothérapie
antitumorale.
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ABSTRACT : Viruses represent an attractive tool for gene delivering in infected
cells ; this is why they are investigated by cancer gene therapy. The
immunotherapy consists of an immune system stimulation. Different
immunogene therapy strategies have been undertaken using viral vectors : to
induce anti-tumor immune responses, to modulate immune responses.
Immunotherapy can be associated with virotherapy or monoclonal therapy. The
use of viral vectors in antitumoral immunotherapy is still in human and animal
clinical trial stage. This thesis describes the use of viral vectors in antitumoral
immunotherapy.
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