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“La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien
ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi !”

Albert Einstein
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AVANT-PROPOS

Les cancers constituent la premiere cause de mortalité chez I’'Homme représentant
prés de 30% des cas de déces en France (Inserm-CépiDc). Les cancers les plus fréquents chez
I’'homme sont le cancer de la prostate, puis du colon-rectum et du poumon. Chez la femme,
nous retrouvons ce dernier en troisieme position apres le cancer du sein et le cancer
colorectal. Le nombre de nouveaux cas décelés était de 385 000 en 2015 (/nstitut National

du Cancer INCA) http://lesdonnees.e-cancer.fr/Themes/epidemiologie/Incidence-mortalite-

nationale , chiffre en progression depuis pres de 30 ans. Néanmoins, il est a relativiser
puisqu’il est associé a une diminution de la mortalité ainsi qu’a une augmentation de
I'espérance de vie aprés un cancer. Ce phénomeéne peut s’expliquer par une meilleure
détection de certains cancers, donc une augmentation du nombre de cas diagnostiqués,
ainsi que par les progres thérapeutiques réalisés depuis ces 20 dernieres années. La
chirurgie, la chimiothérapie et/ou la radiothérapie sont les traitements « classiques » utilisés
en premiére intention contre les cancers. Par ailleurs, de nouvelles thérapies ont émergé
depuis quelques années, parmi lesquelles les thérapies ciblées et I'immunothérapie. Ces
nouvelles thérapies ont amélioré I'efficacité et diminué la toxicité des traitements
classiques. Cependant, des résistances et des effets secondaires a ces traitements
apparaissent. Il est donc indispensable de développer de nouvelles thérapies afin de les
atténuer et ainsi de permettre une meilleure qualité de vie des patients.

Parmi les stratégies innovantes en développement, la thérapie par gene « suicide »
semble avoir un avenir prometteur. Cette thérapie consiste a faire exprimer une enzyme qui

va étre capable de métaboliser une pro-drogue non toxique en métabolites toxiques au sein
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méme de la tumeur, permettant ainsi de diminuer la toxicité au niveau de l'organisme
entier. L'efficacité de cette stratégie a été démontrée dans de nombreuses études pré-
cliniques, conduisant au développement d’essais cliniques qui se sont parfois révélés
décevants. L'analyse de ces résultats a permis d’identifier les parameéetres «clés» a
optimiser pour obtenir des résultats thérapeutiques concluants.

Lors d’un premier travail de thése réalisé par Walid Touati en 2013 (Touati et al.,
2014a) le gene suicide a été optimisé, I'effet “by-stander” démontré et une réponse
immunitaire dirigée contre les cellules tumorales observée.

Dans la poursuite de ce travail, mes travaux de these se sont focalisés dans un
premier temps sur 'amélioration de I'administration d’un géne suicide « optimisé », le
cytochrome P450 2B6, au sein des tumeurs par l'utilisation d’un nouveau vecteur: les
cellules souches mésenchymateuses. Dans un second temps, j'ai étudié I'implication du

systeme immunitaire dans la réponse au traitement par le gene suicide et la pro-drogue.
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I. “Gene directed enzyme protein therapy: GDEPT”

1. Principe:

Une stratégie émergente et trés prometteuse dans le traitement des tumeurs solides
est la « Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy » (GDEPT). La GDEPT consiste a transférer au
sein de la tumeur un gene codant pour une enzyme capable de métaboliser une pro-drogue,
non toxique, en métabolites actifs thérapeutiques. Le concept de GDEPT existe depuis une
trentaine d’années. Cependant, I'importance de I'approche GDEPT n'a commencé a émerger
gu’au cours des 15 dernieres années avec de plus en plus de systemes de GDEPT entrant
dans les essais cliniques ; on en dénombre actuellement environ 169. La GDEPT comprend
habituellement un systeme a trois composants: un médicament inactif (la pro-drogue), un
gene codant pour une enzyme qui convertit la pro-drogue inactive en un médicament actif,
et un vecteur pour apporter le gene au niveau de la tumeur. Cette approche permet de
combiner des stratégies de ciblages passifs ou actifs afin de maximiser I'activité anti-
cancéreuse sur le site de la tumeur tout en minimisant lI'impact sur les tissus sains situés aux

alentours.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 1 : La stratégie GDEPT (Williams et al., 2015) (A) La livraison du geéne (rectangle violet) se fait via un
vecteur, (B) ceci conduit a I'expression spécifique dans la tumeur de I'enzyme codée (pacman violet), qui est
capable de convertir une pro-drogue (carré rouge) en métabolite(s) cytotoxique(s). (C) La conversion de la pro-
drogue en métabolites toxiques va conduire a des effets toxiques dans les cellules transfectées. (D) et les cellules
voisines non-transfectées peuvent également étre tuées en raison d'un effet de voisinage local appelé effet
« “by-stander” ».
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Par définition, la GDEPT est un procédé en deux étapes dans lequel le geéne codant
pour une enzyme choisie est apporté au sein de la tumeur suivi dans un second temps par
I'administration d'une pro-drogue non toxique (Portsmouth et al., 2007a). La mort cellulaire
se produit suite a la conversion de la pro-drogue en métabolite(s) toxique(s) par les cellules
transduites qui expriment activement le géne suicide (Figure 1). Dans le contexte de la
GDEPT, l'index thérapeutique augmente en réduisant les effets secondaires et en limitant la
toxicité de la molécule anti-cancéreuse aux cellules tumorales cibles (Zhang et al., 2015).
Cette approche présente deux avantages distincts par rapport aux stratégies thérapeutiques

anti-cancéreuses conventionnelles, telles que la chimiothérapie et la radiothérapie.

Le premier avantage est la possibilité de cibler I'emplacement ou aura lieu la
transcription du gene suicide. En effet, celui-ci est placé sous le contréle d'un promoteur
spécifique de la tumeur de sorte que I'expression génique se produise uniquement dans les
cellules tumorales, et non pas dans les cellules saines (Conrad et al., 2011; Niess et al., 2011;
Zischek et al.,, 2009). Par conséquent, la pro-drogue est activée uniquement dans
I’environnement tumoral réduisant ainsi la probabilité d’observer des effets secondaires. Le
second avantage est que le gene suicide est transféré a 'aide de vecteurs (viraux ou non-

viraux) au sein des tumeurs.

Le succes de la GDEPT est fortement dépendant de |'effet “by-stander” qui est défini
comme |'extension de la toxicité du médicament a partir des cellules transduites aux cellules
non-transduites avoisinantes. Contrairement a d'autres approches de thérapie génique, ou
seules les cellules qui regoivent le gene thérapeutique subissent une apoptose ou une
nécrose, l'effet thérapeutique dans la GDEPT peut se propager a partir de cellules
transduites aux cellules voisines. Les métabolites actifs, issus de la pro-drogue transformée,
peuvent, selon leur taille et leur composition chimique, diffuser au sein de la tumeur et
expliquer qu’une éradication compléte de la tumeur puisse étre observée avec un
pourcentage de cellules tumorales transduites par le gene suicide de moins de 10%

seulement (Ardiani et al., 2012a)(Huber et al., 1994a).

Un autre genre d’effet “by-stander”, nommé généralement « distant by-stander
effect » pour effet “by-stander” a distance, correspond a l'activation de la réponse

immunitaire (Engelmann et al., 2002). Ce phénomeéne a été observé lorsque les cellules CD4
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+, CD8 + ainsi que les cellules Neutral Killers (NK) sont attirées dans le site de la tumeur
primaire. Ceci est suivi d'une réponse immunitaire systémique aux niveaux des sites
métastatiques, qui sont anatomiquement bien loin de la tumeur primaire traitée par le géne
suicide (Kuriyama et al., 2004a) (Pierrefite-Carle et al., 2002). Il est connu que la mort des
cellules tumorales entraine la libération d’antigenes qui sont les stimulateurs d’une réponse
immunitaire anti-tumorale (Aguilar et al., 2011a). En général, la GDEPT offre cette possibilité
de tuer efficacement plus de cellules cancéreuses, tout en limitant de maniere significative la
toxicité en dehors du tissu tumoral. De plus, elle constitue une stratégie qui reste

relativement peu affectée par I'hétérogénéité tumorale.

2. Les différentes combinaisons enzyme / pro-drogue :

2.1 La Thymidine Kinase (TK) / Ganciclovir

L'Herpés simplex virus thymidine kinase / Ganciclovir (HSV-TK/GCV) est le systéeme
enzyme/pro-drogue le plus utilisé dans les études pré-cliniques et cliniques de thérapie
génique contre le cancer. L’expression du gene HSV-TK conduit a la synthese de la thymidine
kinase virale qui convertit le Ganciclovir (GCV), un analogue de la guanosine, en GCV
monophosphate. Ce dernier va, a son tour, étre transformé en métabolite toxique, GCV-
triphosphate, par les kinases cellulaires endogéenes (Figure 2). Les TK cytosoliques présentes
dans les cellules ont une affinité nettement moins forte pour le GCV que I'HSV-TK (1000 fois
moins), ainsi la premiere phosphorylation de GCV en GCV monophosphate est forcément
réalisée par la TK virale (Gallois-Montbrun et al.,, 2004). Le GCV-triphosphate va lui se
comporter comme un analogue nucléosidique et s’incorporer au niveau de I’ADN lors de
I’étape de réplication et conduire a I'inhibition de ’ADN polymérase, 'arrét de la réplication
et a 'entrée en apoptose (Balzarini et al., 1993). Ainsi, 'HSV-TK couplée au GCV conduit a la
destruction des cellules tumorales via des mécanismes induisant I'apoptose (Beltinger et al.,

1999).
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En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 2 : Mécanisme d’action du Ganciclovir (Karjoo et al., 2016). HSV-TK phosphoryle la thymidine en
thymidine monophosphate (thymidine-MP) qui va par la suite subir plusieurs étapes de phosphorylation par des
kinases cellulaires endogénes. Le produit final, la thymidine triphosphate (thymidine-TP) est 'un des éléments
constitutifs de la structure de I'ADN. Le Ganciclovir est un analogue de la thymidine. De méme, il va étre
phosphorylé par HSV-TK et former dans un premier temps le ganciclovir-MP pour enfin donner la forme
triphosphate ganciclovir-TP. Ce ganciclovir-TP va bloquer I’élongation de I'ADN en inhibant I'ADN polymérase.

L’activité anti-tumorale d’HSV-TK/GCV a été démontrée in vitro et in vivo dans
plusieurs modeles pré-cliniques de cancers. Parmi ces cancers, on retrouve : le gliome
(Barzon et al., 2009), la leucémie (Blumenthal et al., 2007; Bondanza et al., 2011), le cancer
de la vessie (Pan et al., 2012), le cancer du foie (Kakinoki et al., 2010) et le cancer des ovaires
(Wang et al., 2011). Les résultats encourageants observés lors de ces études pré-cliniques
ont facilité le transfert en clinique de cette stratégie.

Néanmoins, les effets observés chez 'Homme ont mis en avant des problemes
limitant I'action et donc I'efficacité de la thérapie. Deux grands obstacles ressortent: le
premier est le faible effet “by-stander” du fait que le métabolite toxique, GCV-triphopshate,
nécessite la présence de jonctions communicantes (« gap junctions ») pour pouvoir diffuser
a travers les cellules tumorales, or celles-ci sont trés diminuées en nombre voire ne sont plus
fonctionnelles dans de nombreuses tumeurs (Mesnil and Yamasaki, 2000; Nicholas et al.,
2003). Le deuxiéme point vient du fait que la thymidine kinase de HSV possede une affinité
100 fois plus importante pour la thymidine que pour le ganciclovir. Cette compétition avec
un substrat endogene représente une limite importante car le ganciclovir doit alors étre
utilisé a une concentration relativement élevée conduisant ainsi a des effets secondaires

néfastes telles que la déplétion des cellules immunitaires et une perte d’efficacité de la
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stratégie (Ardiani et al., 2012b; Dachs et al., 2009).

Dans le but d’augmenter I'affinité d’HSV-TK pour GCV, certains laboratoires ont
réalisé des mutations au niveau du site actif de I'enzyme. Ces mutations ont eu pour effet
d’améliorer l'effet “by-stander” (Ardiani et al., 2010; Preuss et al., 2011) et aussi
d’augmenter I'affinité pour le Ganciclovir (300 fois plus) (Black et al., 2001). D’autres ont pré-
traité les tumeurs avec des protéases (trypsine ou un mix de collagénase/dispase) en intra-
tumoral afin d’améliorer la diffusion des métabolites actifs et par conséquent I'effet “by-
stander” (Kuriyama et al., 2001). Ce pré-traitement a permis d’améliorer I'efficacité du

traitement médié par I'adénovirus recombinant I’"HSV-TK couplé au GCV.

2.2 La Cytosine Désaminase / 5-Fluorocytosine

La Cytosine Désaminase (CD) est une enzyme présente essentiellement dans les
bactéries (Escherichia Coli), les champignons (Aspergillus Fumigatus) et les levures
(Saccharomyces Cerevisiae). Elle n’est pas présente dans les cellules de mammiferes. Cette
enzyme permet la désamination d’une cytosine en uracile. Le 5-Fluoro-Uracile (5-FU), un
analogue nucléotidique des bases pyrimidiques, est treés souvent utilisée dans les
chimiothérapies pour traiter les adénocarcinomes digestifs et mammaires, cependant, les
patients ne toléraient pas les fortes doses (toxicités cardiaque et hématologique)
nécessaires pour observer une activité anti-cancéreuse (Koéhne et al, 1998;
Papanastasopoulos and Stebbing, 2014). La 5-Fluoro-Cytosine (5-FC), quant a elle, est un
précurseur du 5-FU converti par la CD. En effet, la conversion du 5-FC en 5-FU aura lieu
uniquement au sein des cellules exprimant la CD, celle-ci n’existant pas chez les
mammiféres, évitant ainsi toute toxicité systémique (Miller et al., 2002). Une fois le 5-FU
formé, celui-ci va étre pris en charge par des enzymes intracellulaires qui vont le transformer
tout d’abord en 5-FU monophosphate (5-FUMP) pour ensuite former le désoxy, 5-FdUMP
(Figure 3). Ce dernier va jouer le réle d’anti-métabolite en se liant de facon irréversible a la
thymidilate synthetase. Le 5-FUMP va également étre transformé en 5-FU triphosphate (5-
FUTP et 5-FAUTP) provoquant I'arrét de la synthése d’ADN et d’ARN qui va entrainer la mort
de la cellule par apoptose (Agard et al., 2001; Aguilar et al., 2011b). L’atout majeur de ce
systeme CD / 5-FC par rapport a I'HSV-TK / GCV est qu’il posséde un effet “by-stander”

important et indépendant des jonctions communicantes étant donné que la 5-FU peut
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circuler librement a travers les cellules (Huber et al., 1994b). De plus, ce systeme présente
un puissant effet “by-stander” a distance impliquant I’activation d’'une réponse immunitaire

(Ostertag et al., 2012).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 3 : Métabolisme de la 5-Fluoro-Cytosine (5-FC) (Karjoo et al., 2016). La 5-FC va étre désaminée par la
cytosine désaminase (CD). Son produit, la 5-FU, va étre convertie en 5-FU monophosphate (5-FUMP). Cette
derniére va étre transformée en 5-FU triphosphate (5-FUTP) et bloquer la synthése d’ARN. Cependant, il peut
également étre réduit pour donner la 5-FdUMP qui va inhiber la thymidilate synthase (ou synthétase) et la 5-
FdUTP va bloquer ainsi la synthése d’ADN aprés son incorporation dans la structure d’ADN.

Un des inconvénients du systéme CD / 5-FC, est que la 5-FC peut étre convertie en 5-
FU par la cytosine désaminase présente dans les bactéries intestinales pouvant ainsi
entrainer des complications dans le tractus gastro-intestinal chez 6% des patients traités
(Benson and Nahata, 1988). De plus, I'affinité de la Cytosine Désaminase bactérienne pour le
5-FC est plus faible comparée a la cytosine endogene, ce qui oblige a administrer des doses
de 5-FC tres importantes pour avoir un effet anti-tumoral provoquant de graves toxicités
dans la moelle osseuse et donc des effets hématologiques indésirables (Karjoo et al., 2016).

Des mutations de la Cytosine Désaminase ont été faites dans le but d’améliorer ses
parametres cinétiques. Elles ont eu pour effet d’augmenter son affinité pour le 5-FC (jusqu’a
30 fois plus) et de diminuer son ICso (Deng et al., 2011; Fuchita et al., 2009; Kaliberova et al.,
2008). L'utilisation de la Cytosine Désaminase de la levure pourrait également étre une
solution aux effets secondaires observés dans le tractus gastro-intestinal. En effet, la fusion

de la CD de levure avec I'Uracile Phosphoribosyltransférase bactérienne (UPRT) posséde une
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meilleure affinité au 5-FC par rapport a 'enzyme CD seule (Richard et al., 2007; Shi et al.,

2009).

2.3 La Nitroréductase / CB1954

CB1954 est une pro-drogue qui va se transformer en métabolites toxiques (2-
hydroxylamine et 4-hydroxylamine) avec I'aide de la nitroréductase (NTR) issue d’Escherichia
coli (Greco and Dachs, 2001). Par la suite, la réduction de ces molécules par les thioestérases
intracellulaires conduit a la formation de puissants agents alkylants de I’ADN capables de
diffuser librement a travers les cellules et d’entrainer leur mort (Figure 4). Les métabolites
de CB1954 ont I'avantage d’induire la mort des cellules indépendamment de leur cycle.
L'efficacité de ce systéme Nitroréductase / CB1954 a été démontrée dans quelques essais
cliniqgues, notamment dans le traitement du cancer du foie (Langford et al., 2009) et de la
prostate (van Putten et al., 2010).

Malgré son efficacité en partie due a un effet “by-stander” important, un probléme
persiste celui de l'immunogénicité de la nitroréductase bactérienne qui reste un

inconvénient majeur a surmonter (Xu et al., 2009).
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Figure 4 : Activation de CB1954 par la nitroréductase bactérienne (Karjoo et al., 2016). Le CB1954 va étre
métabolisé par la nitroréductase et va conduire a la formation de deux métabolites, le 2-Hydroxylamine et le 4-
Hydroxylamine. Tous deux vont étre transformés en puissants agents alkylants par les thioestérases cellulaires
et vont endommagésl’ADN.

2.4 Désoxycytidine kinase / Gemcitabine

La gemcitabine (dFdC, 2’,2’-difluorodeoxycyridine) est un analogue nucléosidique de
la désoxycitidine qui a un effet sur plusieurs enzymes impliquées dans la synthese et la
réparation de I’ADN (Plunkett et al., 1995). Comme d’autres analogues nucléosidiques, la
gemcitabine est une pro-drogue nécessitant une activation par des phosphorylations
successives réalisées par différentes kinases intracellulaires qui conduisent a la formation de
gemcitabine triphosphate (dFdC-TP) active (Figure 5). Celle-ci va s’incorporer dans I’ADN
bloquant ainsi son élongation lors de la réplication. La gemcitabine peut aussi s’incorporer
dans I’ARN (Ruiz van Haperen et al., 1993) et induire I'apoptose des cellules (Bouffard and

Momparler, 1995; Gruber et al., 1996; Huang and Plunkett, 1992).

28



En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 5 : Métabolisation de la gemcitabine (Rudin et al., 2011).

La gemcitabine (dFdC) est activée en gemcitabine triphosphate (dFdC-TP) par une cascade de phosphorylations
impliquant en premier lieu la désoxycytidine kinase (DCK) qui donnera la gemcitabine monophosphate (dFdC-
MP). Des kinases cellulaires interviendront ensuite pour phosphoryler de nouveau la gemcitabine aboutissant a
la gemcitabine triphosphate (dFdC-TP), analogue nucléosidique intervenant dans l'inhibition de la syntheése
d’ADN. Il existe une voie de détoxication de la gemcitabine en métabolite inactif par l'intermédiaire de la
cytidine désaminase (CDA) ou bien par la desoxycytidine triphosphate désaminase (DCTD). La gemcitabine
diphosphate (dFdC-DP) peut étre aussi réduit pour former un analogue nucléosidique de I’ADN par la
ribonucléotide réductase (RR).

Parmi les protéines kinases conduisant a la synthese de la forme active de la
gemcitabine, la Désoxycytidine kinase (DCK) est une enzyme humaine impliquée dans la
phosphorylation des désoxycytidines, dont la gemcitabine. La DCK a une meilleure affinité
pour son substrat endogéne la désoxycytidine que pour la gemcitabine (Km trois fois plus
faible) (Bouffard et al., 1993). La DCK va intervenir en premier dans la cascade de
phosphorylation de la gemcitabine, permettant d’obtenir un composé monophosphate
(dFdC-MP), puis des kinases intracellulaires vont phosphoryler ce dernier jusqu’a obtenir la
forme triphosphate (dFdC-TP). Le fait que la DCK soit la premiere enzyme de cette cascade
en fait un facteur limitant dans I'activation de la gemcitabine et donc dans le succes du
traitement.

Afin d’améliorer la phosphorylation de la pro-drogue, la DCK est associée dans un gene de
fusion avec I'Uridine Monophosphate Kinase (UMK) qui intervient lors de la deuxieme
phosphorylation d’analogues nucléosidiques; la co-expression de la DCK et de I'lUMK permet
ainsi d’améliorer I'activation de la gemcitabine et in fine I'efficacité du traitement (Vernejoul
et al., 2006). La combinaison de la gemcitabine avec d’autres agents anti-cancéreux, tels que

le cisplatine (Mosconi et al., 1997) ou bien les taxanes (Tester and Mora, 2001) a montré une
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amélioration de I'activité anti-tumorale. Néanmoins, ce systéme DCK/gemcitabine présente
le méme probléme que HSV-TK / GCV : son effet “by-stander” est médié par les jonctions
communicantes car les métabolites actifs formés sont des nucléosides phosphorylés (Cottin

et al., 2010).

3. L’effet “by-stander”

L'efficacité du transfert de gene est en général de I'ordre de moins de 10% dans les
tissus cibles dans le cas de vecteurs viraux qui sont pourtant les plus efficaces (Zhang et al.,
2015). De ce fait, I'effet “by-stander” est primordial pour la GDEPT afin d’arriver avec succes
a une régression tumorale. L'effet “by-stander” a été mis en évidence pour la premiere fois
par Moolten en 1986 (Moolten, 1986). Il est décrit comme une extension de la mortalité
causée par une molécule activée par les cellules transduites jusqu’aux cellules non
transduites avoisinantes (Dachs et al., 2009; Freeman et al., 1993; Huber et al., 1994b). Ainsi,
I'effet “by-stander” peut amplifier I'efficacité du traitement.

Le transfert des métabolites toxiques, dans le cas de I'effet “by-stander” local, peut
étre fait a travers les jonctions communicantes (Touraine et al., 1998), via des vésicules
apoptotiques (Freeman et al., 1993) ou bien par diffusion passive de métabolites solubles
(Greco et al., 2000; Stribbling et al., 2000).

Dans le cas de la diffusion a travers les jonctions communicantes, I'effet “by-stander”
est restreint. En effet, les jonctions communicantes sont diminuées voir inexistantes dans la
majorité des tumeurs (Yamasaki, 1991). Ceci constitue la principale limitation du systéme
HSV-TK / Ganciclovir dont le métabolite actif formé est un nucléoside triphosphate (GCV-TP)
chargé qui ne peut donc pas diffuser a travers les membranes cellulaires.

Dans le cas d’une diffusion indépendante des jonctions communicantes, le facteur
qui limite I'efficacité de I'effet “by-stander” est la demi-vie des métabolites actifs (Patterson
and Harris, 1999). Le systeme Cytosine désaminase / 5-FC présente un puissant effet “by-
stander” local car son métabolite diffuse de maniere non facilitée via des transporteurs. Des
études in vitro ont montré que 1 a 30 % de cellules transduites par le gene suffisent pour
générer le 5-FU et induire I'inhibition de croissance des cellules avoisinantes non transduites

(Domin et al., 1993; Huber et al., 1994b).

30



L'effet “by-stander” peut aussi étre induit par le contact direct avec les cellules
mortes ou en train de mourir, due au relargage de facteurs apoptotiques (Frank et al., 1998;

Freeman et al., 1993).

Par ailleurs, un autre facteur important, en plus de I'effet “by-stander”, est impliqué
dans la régression tumorale il s’agit du développement d’'une réponse immunitaire. Cette
derniere, appelé aussi effet “by-stander” a distance, est quant a elle observée in vivo et
consiste en la régression de métastases situées a distance de la tumeur primaire contenant
en partie les cellules transduites (Duarte et al., 2012).

Des expériences sur des modeles animaux montrent qu’une réponse immunitaire
systémique peut jouer un réle essentiel dans I'effet “by-stander” (Freeman et al., 1997). En
effet, il a été observé que ce dernier est significativement réduit chez des souris
immunodéficientes (Gagandeep et al., 1996; Kuriyama et al., 1999; Pavlovic et al., 1996). Le
systéme immunitaire n"augmente pas seulement I'effet local, mais il peut aussi induire la
régression de métastases situées a distance de la tumeur primaire (Dilber and Smith, 1997).

L'effet “by-stander” a un trés grand role dans la réussite des thérapies gene suicide.
Ainsi, de nombreuses études se sont focalisées sur I'amélioration de I'effet “by-stander”
local ou distant. Par exemple, I'expression de genes codants pour les connexines dans les
cellules tumorales permet d’augmenter la communication intercellulaire via les jonctions
communicantes et ainsi d’améliorer le transfert du GCV-TP (Andrade-Rozental et al., 2000;
Touraine et al., 1998). Un autre moyen d’améliorer |'effet “by-stander” est d’associer aux
enzymes de la GDEPT des immunomodulateurs tels que IL-2, IL-12, INF-y et le TNF-a
(Portsmouth et al., 2007b). Une étude sur des souris atteintes d’érythroleucémies et traitées
par I'association de la cytosine désamine / 5-FC avec l'interleukine-2 (IL-2) de souris a
montré une inhibition de la croissance tumorale plus importante et un prolongement de la

survie par rapport aux traitements donnés séparément (Ju et al., 1998).

Il. Le Cytochrome 2B6/Cyclosphophamide (CPA)

1. Les cytochromes P450
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Les cytochromes P450 (CYP) ont été découverts en 1958 par Klingenberg
(Klingenberg, 1958) (Omura and Sato, 1962). lIs interviennent dans un certain nombre de
réactions impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques: médicaments et agents
cancérigenes. En effet, les cytochromes P450 jouent un rbéle dans 75% des réactions
enzymatiques qui se produisent lors du métabolisme des médicaments (Rendic and
Guengerich, 2015; Williams et al., 2004). Par ailleurs, ils sont également impliqués dans le
métabolisme des stéroides (Mueller and Miller, 1948).

Sur les 57 genes de CYP présents chez 'Homme

(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) (Nelson, 2009), cing sont impliqués dans

le métabolisme de 90% des petites molécules médicamenteuses (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 et
3A4), avec une sélectivité variable (Rendic and Guengerich, 2015; Williams et al., 2004). A
I"heure actuelle, il est possible de faire des essais in vitro pour établir quels CYPs (et d'autres
enzymes) sont impliqués dans la clairance des nouveaux médicaments candidats et donc de
prédire les parametres pharmacocinétiques du médicament, les interactions
médicamenteuses, ainsi que les questions liées aux variations inter-individuelles des patients
et a la pharmacogénétique (Guengerich, 2015).

Les CYPs se localisent principalement dans le foie mais ils sont également présents dans les
organes en contact avec I'environnement extérieur : poumon, intestin ou les organes ayant
un important débit sanguin comme le rein.

Les CYPs participent a un systeme multi-enzymatique composé d’une mono-oxygénase (CYP)
et d’'une NADPH Cytochrome P450 réductase (RED). Ce systéeme va notamment réaliser des
mono-oxygénations sur les xénobiotiques avec principalement des hydroxylations et des
époxydations (Mansuy, 2011). La réductase (RED) intervient, quant a elle, dans le transfert
d’électrons qui est indispensable a I'activité des CYPs avec I'aide de son co-facteur, le NADPH
fournisseur d’électrons. Ces réactions de mono-oxygénations ont lieu lors de la phase 1 dite
« Phase de fonctionnalisation ». Lors de cette étape, les xénobiotiques vont se voir greffer
principalement un groupement hydroxyle (-OH) par les CYP dans le but de les rendre plus
hydrophiles et faciliter ainsi leur élimination de I'organisme.

Les CYPs sont des hémoprotéines associées a la membrane externe du réticulum

endoplasmique. lls sont constitués d’'une chaine polypeptitidique : I'apoprotéine, liée de
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facon non-covalente par l'intermédiaire d’une cystéine, a un groupement prosthétique
central : ’'héme qui catalyse les réactions enzymatiques.

Le cycle catalytique des CYPs conduisant a I'ajout d’un groupement hydroxyle au susbtrat se
déroule en plusieurs étapes (Figure 6). Dans un premier temps, il va y avoir réduction du fer
de I’"heme par transfert d’un électron apporté par la RED et la NADPH, permettant la fixation
d’'une molécule d’O, sur I'néme ferreux (Fe**). Dans un deuxiéme temps, I'apport d’un
second électron va conduire a la formation de I’lhéme ferrique (Fe**) qui grace a I'apport de
protons va libérer une molécule d’eau. Enfin lors de la derniere étape, 'atome d’oxygene
restant va ensuite étre transféré au substrat permettant la formation du produit hydroxyle
ou époxyde ainsi qu’un retour de I’'héme a un état ferreux prés a entamer un nouveau cycle

de mono-oxygénation.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette

version

Figure 6 : Cycle catalytique d’activation du dioxygéne et de I’oxydation des substrats par le cytochrome P450
(Mansuy, 2011).

RH = substrat ; § = ligand cysteine de la protéine. Dans son état natif, le cytochrome P450 est sous forme d’un
complexe Fe(lll) hexacoordiné avec une molécule d’eau comme sixiéme ligand du Fer. La fixation du substrat sur
la protéine conduit a un complexe du Fe(lll) pentacoordiné plus facilement réductible par un électron venant de
la P450 réductase. La fixation du dioxygene sur le P450Fe(ll) et le transfert d’un électron et de deux protons
conduit successivement aux espéces intermédiaires Fe(lll)-O0-, Fe(lll)-OOH, et (porphyrine radical-
cation)Fe(IV)O. Le complexe Fer-oxo a haut degré d’oxydation est capable de transférer son atome d’oxygéne a
pratiquement n’‘importe quel substrat R-H avec formation de R-OH et du P450Fe(lll).

Les CYPs sont regroupés en familles et sous-familles selon leur degré d’homologie de
séquence en acides aminés (Nelson, 2006). La nomenclature se base sur un systéme de
chiffres et de lettres. Le premier chiffre représente la famille, il est suivi d’'une lettre

spécifique a la sous-famille et enfin d’un chiffre qui indique I'isoforme.
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Deux CYPs sont considérés de la méme famille s’ils ont une similitude de séquence en acides
aminés supérieure a 40%, et de la méme sous-famille si leur similitude de séquence est
supérieure a 55% (Nelson et al., 1993). L'expression des différentes familles et sous-familles
varie dans chaque tissu.

Environ 500 acides aminés formant 16 a 18 hélices alpha et 4 a 6 feuillets béta constituent
les CYPs. Les acides aminés hydrophobes permettant I'ancrage de la protéine dans les
membranes du réticulum endoplasmique sont situés dans la partie N-terminale. Ceux-ci sont
suivis d’'un motif conservé riche en proline constitué de résidus chargés positivement
interagissant avec les tétes polaires des phospholipides membranaires (Johnson and Stout,
2013).

Le site actif des cytochromes P450 est formé par une cavité hydrophobe reliée a
I’environnement extérieur par des canaux dans lesquels circulent les substrats, les produits

des réactions et autres molécules indispensables a la réaction enzymatique.

Les CYPs métabolisent une grande variété de substrats. Un CYP peut métaboliser différentes
molécules de poids moléculaires et de nature chimique différents. De plus, un méme
substrat peut étre métabolisé par différents CYPs (Rendic and Carlo, 1997). Par exemple, le
cyclophosphamide peut étre métabolisé par les cytochromes P450 3A4 et 2B6 produisant
des métabolites ayant des propriétés physico-chimiques différentes (Chang et al., 1993).

Par ailleurs, I'expression des génes codant pour les cytochromes P450 peut étre modulée par
des ligands endogenes ainsi que par un grand nombre de xénobiotiques via I'activation
transcriptionnelle de récepteurs nucléaires tels que Ahr (Arylhydrocarbon receptor), PXR
(Pregnane X receptor), CAR (Constitutive androstane receptor) ayant pour cible les
promoteurs des CYPs (Smutny et al., 2013).

De plus, les cytochromes P450 sont impliqués dans I'activation d’un grand nombre de pro-
drogues permettant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Kan et al.,

2002).

2. Le cytochrome P450 2B6
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Le CYP2B6 appartient aux CYPs cliniquement importants dans le métabolisme des
médicaments. En effet, le CYP2B6 est la principale enzyme de bio-transformation pour un
certain nombre de médicaments utilisés en clinique tels que la kétamine et le propofol (des
anesthésiques) (Oda et al., 2001; Yanagihara et al., 2001), le bupropion (un anti-dépresseur)
(Hesse et al., 2000), I'’efavirenz (un anti-rétroviral) (Ward et al., 2003) et la méthadone (un
analgésique) (Totah et al., 2008). De plus, il posséde une grande variabilité d’expression due
a I'existence de puissants inhibiteurs et inducteurs, ainsi qu’a de nombreux polymorphismes
génétiques (Lang et al., 2001). Le CYP2B6 appartient comme son nom l'indique a la famille
CYP2 et il est localisé sur le bras long du chromosome 19 (Hoffman et al., 2001). Le gene
codant pour le CYP2B6 est conservé dans plusieurs especes dont le chien, la souris et le rat,
exprimant les orthologues du CYP2B6 qui sont respectivement le CYP2B11, le Cyp2b10 et le
CYP2B1 (Nelson et al., 2004). Le CYP2B6 est principalement exprimé dans le foie ou il
représente entre 1% et 11% des CYPs hépatiques, avec une grande variabilité
interindividuelle des niveaux de protéines de I'ordre de 100 fois (Gervot et al., 1999;
Rostami-Hodjegan and Tucker, 2007). Cette grande variabilité est la conséquence de
facteurs génétiques (polymorphismes) et non génétiques (inducteurs). En plus du foie, le
CYP2B6 est aussi exprimé dans les reins, le cerveau, la peau et différentes régions des
tractus gastro-intestinaux et respiratoires (Ding and Kaminsky, 2003; Gervot et al., 1999;
Yengi et al., 2003). Les substrats du CYP2B6 sont généralement des molécules assez
lipophiles, neutres ou faiblement basiques, non planes avec un ou deux accepteurs de
liaisons hydrogénes (Lewis et al., 2004). Le CYP2B6 est impliqué dans le métabolisme de
médicaments appartenant a différentes classes thérapeutiques dont les anti-rétroviraux, les
anti-dépresseurs, les anesthésiques et les anti-cancéreux (Turpeinen et al., 2006). Par
ailleurs, le CYP2B6 est aussi connu pour jouer un rdle dans les processus de détoxification et
de bioactivation d’'un grand nombre de produits chimiques environnementaux, de pesticides
et de procarcinogenes (Hodgson and Rose, 2007).

Les polymorphismes du CYP2B6 sont caractérisés par un grand nombre de mutations
a la fois dans les régions codantes et non codantes du géne (Lamba et al., 2003; Lang et al.,
2001; Zanger et al., 2007). Parmi les différents polymorphismes du CYP2B6, on retrouve le
CYP2B6*6 qui est le plus fréquent. Celui-ci est caractérisé par 2 mutations d’acides aminés,
GIn172His et Lys262Arg, ainsi que des SNPs (Single nucleotide Polymorphisms) localisés dans

les régions non codantes de I’ADN. CYP2B6*6 a une fréquence de I'ordre de 15% a 50% selon
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la population (Turpeinen and Zanger, 2012). La population africaine présente la plus grande
fréquence tandis que la population asiatique présente la plus faible fréquence d’apparition.
Le génotype CYP2B6*6 a été associé a une diminution de I'activité catalytique in vivo, en
particulier dans le cas de patients atteints du VIH et traités a I'Efavirenz, un anti-rétroviral
(Telenti and Zanger, 2008). Un autre polymorphisme, le CYP2B6*4 avec une mutation
Lys262Arg présente aussi chez CYP2B6*6 avec une fréquence de 2% a 6%, est associé a un
métabolisme accru de certains substrats. Cependant, dans le cas du cyclophosphamide
(CPA), l'effet opposé est observé. En effet, une diminution de la bioactivation du
cyclophosphamide a été observée en présence du génotype CYP2B6*4 (Ariyoshi et al., 2011;
Xie et al., 2003). La bioactivation du cyclophosphamide en 4-hydroxy-cyclophosphamide (4-
OH-CPA) est tres variable chez les patients atteints de cancer. Il existe de plus en plus de
preuves qui démontrent que l'activation du cyclophosphamide et la réponse au traitement
sont liées au génotype du CYP2B6. Par exemple, le polymorphisme CYP2B6*6 qui est corrélé
a une diminution de I'activité pour plusieurs molécules, est associé a une augmentation de la
bioactivation du CPA en 4-OH CPA (Nakajima et al., 2007; Xie et al., 2006).

Certaines molécules peuvent par exemple inhiber I'activité du cytochrome CYP2B6.
Parmi ces inhibiteurs, nous retrouvons des anti-viraux (nelfinavir, éfavirenz et le ritonavir),
des antidépresseurs (paroxétine, sertraline, norfluoretine et fluvoxamine) et des anti-
fongiques (voriconazole, miconazole, sulconazole et tioconazole) (Turpeinen et al., 2006).
Certains substrats du CYP2B6 peuvent aussi jouer le role d’inhibiteur dont I'efavirenz et la
sertraline. Certains composés, non pharmaceutiques, comme les dérivés de benzylpyridine
ont été démontrés comme étant de puissants inhibiteurs du CYP2B6 in vitro (Korhonen et
al., 2007).

Le CYP2B6 humain est connu pour étre induit par différentes molécules dont les
inducteurs « classiques », tels que la rifampicine, la phénytoine et le phénobarbital via les
récepteurs nucléaires: PXR et CAR. Le CYP2B6 est souvent co-induit avec d’autres
cytochromes P450 tels que ceux de la sous-famille CYP2C et le CYP3A (Faucette et al., 2007;
Sueyoshi et al.,, 1999). Certains substrats du CYP2B6 peuvent également jouer le réle
d’inducteur du CYP2B6 favorisant ainsi leur propre métabolisation, ce qui est le cas du

cyclophosphamide (Martin et al., 2003).
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2.1 Métabolisme du Cyclophosphamide

Parmi les différents substrats du cytochrome P450 2B6, le cyclophosphamide
(Endoxan®) est un agent alkylant bifonctionnel de la famille des oxazaphosphorines (Emadi
et al., 2009) possédant des fonctions anti-cancéreuses et d’'immunosupresseurs. C'est une
pro-drogue inactive qui doit étre métabolisée pour donner des métabolites actifs (Figure 7).
Il est métabolisé au niveau hépatique, principalement par le CYP2B6, en 4-hydroxy-
cyclophosphamide (Chang et al., 1993). Ce dernier est en équilibre avec son tautomere
I'aldophosphamide. Par B-élimination spontanée, I'aldophosphamide va libérer la moutarde
phosphoramide, un agent alkylant, et I'acroléine qui est responsable de la toxicité vésicale

observée avec de fortes doses de CPA (Giraud et al., 2010).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 7 : Métabolisme du Cyclophosphamide (CPA) (Madondo et al., 2016a).

Le cyclophosphamide est converti en 4 hydroxy-cyclophosphamide par le cytochrome p450 2B6 (CYP450). Le 4-
hydroxy-cyclophosphamide est en équilibre avec I'aldophosphamide, son tautomere. Ces 3 molécules sont non
toxiques. L’aldophosphamide va par 8-elimination spontanée former I’acroléine et la moutarde phosphoramide,
le métabolite actif du cyclophosphamide. Les métabolites formés au cours de la métabolisation du CPA peuvent
étre détoxifies en métabolites inactifs a I'aide d’enzymes tels que I'alcool déshydrogénase (ADH), I'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH) ainsi que le glutathion S-transférase (GST) qui posséde comme co-facteur le glutathion
réduit (GSH).
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La moutarde phosphoramide, étant électrophile, va interagir avec I’ADN, qui lui est
nucléophile. Ceci conduira a la formation de ponts intra- ou inter-caténaires rendant
impossible la transcription ou la réplication de I'ADN. L’alkylation entraine aussi la rupture
de la double hélice d’ADN.

L’aldophosphamide peut également étre métabolisé en carboxyphosphamide, qui est
non toxique, par I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH). Cette réaction est en compétition avec
la R-élimination. Ainsi, des cellules ayant de faibles taux d’ALDH produiront plus de
métabolites toxiques. Les métabolites actifs du CPA, la moutarde phosphoramide et
I’acroléine, peuvent aussi étre détoxifiés par que les glutathion S-transférases (GST) en
catalysant la conjugaison de glutathion réduit (GSH) avec ces métabolites (Ge et al., 2013).
Ces enzymes sont impliquées dans la détoxification des xénobiotiques, enzyme de phase Il
de leur métabolisme.

Le CPA peut aussi étre métabolisé par le CYP3A4 en déchloroéthyl-CPA qui est inactif
et en chloroacétaldehyde qui est responsable d’effets secondaires comme la neurotoxicité

et la néphrotoxicité. Néanmoins, cette voie métabolique est mineure.

2.1.1 Pathologies traitées par le Cyclophosphamide

Le cyclophosphamide est un médicament utilisé dans le traitement de plusieurs
cancers comme le cancer du sein, le cancer ovarien, les lymphomes (hodgkiniens et non
hodgkiniens) et le cancer pulmonaire, notamment a petites cellules. De plus, il est également
utilisé comme immunosuppresseur dans les maladies auto-immunes (cf. chapitre systéme
immunitaire). La principale utilisation du cyclophosphamide se fait en combinaison avec
d'autres anti-cancéreux dans le traitement des lymphomes, de certaines formes de cancer
du cerveau, de la leucémie (Shanafelt et al., 2007) et de certaines tumeurs solides (Young et
al., 2006). Il s’agit d’'un médicament utilisé principalement en chimiothérapie, et qui agit en
induisant la mort des lymphocytes T.

Une étude de 2004 a montré que les actions biologiques du cyclophosphamide sont
doses-dépendantes. En effet, aux doses les plus élevées, le cyclophosphamide est associé a

une augmentation de la cytotoxicité et de l'immunosuppression, tandis qu'a des doses
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faibles et en continu, le cyclophosphamide montre des propriétés immunostimulantes

(Nicolini et al., 2004).

Au début des années 2000, un essai clinique impliquant la combinaison CYP2B6/CPA
a été réalisé. En effet, Oxford Biomedica a développé une approche utilisant un vecteur
rétroviral permettant le transfert du gene codant pour le CYP2B6 associé a un traitement au
cyclophosphamide, appelé MetXia®. Une phase | a été entreprise sur 12 patients présentant
un cancer du sein (9 patientes) ou un mélanome (3 patients), sur lesquels trois doses de
MetXia-P450 ont été testées. Le vecteur rétroviral a été injecté directement dans la tumeur
pendant deux jours consécutifs, suivi du traitement par le CPA (per os) (Braybrooke et al.,
2005). Les résultats obtenus ont été trés modestes puisque seule une patiente (cancer du
sein) a présenté une réponse partielle avec une diminution significative du volume tumoral.
Quatre patients ont, quant a eux, vu une stabilisation de la croissance tumorale pendant au
moins 12 semaines tandis que pour les autres, c’est-a-dire 59% des patients, le volume
tumoral a augmenté. Le faible niveau de transduction du gene CYP2B6 dans les tumeurs,
moins de 1 % des cellules transduites, serait a I'origine de ces résultats. En outre, il est connu
gue les tumeurs expriment peu voire pas du tout de NADPH cytochrome P450 réductase
(RED). Ainsi, ceci pourrait également expliquer la faible activation du CPA par le CYP2B6 du
fait d’un faible transfert d’électrons. Par ailleurs, le CYP2B6 présente une faible affinité pour
le cyclophosphamide de lI'ordre de 4 a 5 mM. Nous avons, par conséquent, cherché a

augmenter la capacité de métabolisation du CYP2B6 par mutagénese dirigée.

2.2 Construction du triple mutant : le CYP2B6TM-RED

La construction du triple mutant (CYP2B6TM-RED) s’est déroulée en plusieurs étapes.
La premiere fut I’étude structurale par modélisation moléculaire in silico du CYP2B6. Etant
donné qu’au moment de cette étude, le CYP2B6 n’était pas encore cristallisé, les Dr. Nguyen
TA. et André F. ont décidé de la prédire a partir de celle du CYP2B4 de lapin qui possede la
plus grande homologie de séquence en acides aminés (78%) avec le CYP2B6 (Nguyen et al.,
2008; Scott et al., 2003).

Ainsi, grace a la structure cristallisée du CYP2B4, complexée a un inhibiteur spécifique
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possedant une taille et une structure chimique identique au cyclophosphamide, le 4-(4-
chlorophenyl) imidazole (CPl), ils ont pu identifier 4 acides aminés situés a proximité de
I'inhibiteur (donc du CPA) au niveau du site actif. Ces 4 acides aminés ont été mutés en
différents acides aminés polaires, hydrophobes, chargés ou non et exprimés dans la levure
Sacchamoryces Cerevisiae afin d’étudier leurs constantes cinétiques (Km et Vmax) et
mesurer I’hydroxylation du CPA. Leur résultats ont mis en évidence que, 2 mutants (1114V et
V477W) métabolisaient chacun deux fois plus efficacement le CPA que le CYP2B6 sauvage
(CYP2B6wt). Ensuite, la combinaison des 2 mutations (1114V/477W) a permis la construction
d’un double mutant capable de métaboliser le CPA quatre fois plus efficacement que le
CYP2B6wt (Nguyen et al., 2008).

Parmi les différentes isoformes du CYP2B6, le CYP2B11 du chien était le plus efficace
(efficacité catalytique 13 fois plus élevée). Un alignement des séquences de reconnaissance
du substrat (SRS) des différentes isoformes orthologues de plusieurs espéeces a été réalisé. Il
a permis d’identifier six mutations présentes uniquement dans le CYP2B11l. De ces 6
mutations, une seule (L199M) permettait d’augmenter I'efficacité du CYP2B6 par un facteur
2 comparé au CYP2B6wt (Nguyen et al., 2008).

Suite a cela, la construction d’un triple mutant réunissant les 3 mutations décrites
précédemment (1114V/V477W/ L199M) a été réalisée. Ce triple mutant posséde une
capacité a métaboliser le CPA 8 fois plus élevée que le CYP2B6wt essentiellement due a une
une meilleure affinité du CPA pour le triple mutant (Touati et al., 2014a). La modélisation du

CYP2B6, (3IBD.pdb : http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=3ibd ), a plus tard

permis de montrer que le tryptophane en position 477 réduisait la taille du site actif et
limitait les déplacements du substrat, et que la valine en position 114 favorisait son
positionnement par rapport a I’héme. Ainsi, ces 2 mutations, mis en évidence
précédemment (1114V et V477W) amélioraient la métabolisation du CPA. Le dernier acide
aminé 199, situé dans le canal d’entrée du substrat et de sortie des métabolites, permettrait
donc de faciliter 'entrée du CPA en remplagant la leucine par une méthionine.

Une derniere étape a la construction du triple mutant a été I'ajout de la réductase
(RED). En effet, les cytochromes P450 ont besoin d’électrons pour métaboliser leurs
substrats. Ces électrons sont fournis par la NADPH-CYP réductase (RED). Etant donné la
faible expression de la RED au sein de nombreuses tumeurs (Fitzsimmons et al., 1996; Yu et

al., 2001), la RED humaine a été fusionnée au triple mutant CYP2B6 par un linker, composé
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de trois sérines et d’une thréonine, pour former un gene de fusion, le CYP2B6TM-RED. Ainsi,
dans une méme cellule tumorale, les 2 génes seront exprimés permettant une
métabolisation optimale du CPA. Ce gene de fusion CYP2B6TM-RED a fait I'objet d’'un dépot
de brevet, en mai 2012, entré en phase nationale le 5 novembre 2013 et aux Etats-Unis en
2016 (phase européenne en cours) (patent PCT/EP2012/058219) (Touati et al., 2014a).

Des études in vitro sur des lignées pulmonaires humaines (A549) et murines (TC1) ont
permis de mettre en évidence I'efficacité du gene CYP2B6TM-RED. Celui-ci a été exprimé
dans ces cellules a I'aide d’un lentivirus (LV- CYP2B6TM-RED). Les cellules transduites avec le
gene mutant et traitées au CPA deviennent sensibles a ce dernier présentant une diminution
de I'lCsp (ICso = 0,5 mM) par comparaison a des cellules exprimant le CYP2B6wt (ICso ~ 0 6-
7mM) (Touati et al., 2014a; Tychopoulos et al., 2005). Un effet “by-stander” a également été
mis en évidence.

En complément de ces travaux, des études in vivo ont été réalisées sur des souris
immunocompétentes. Une éradication compléte des tumeurs a été observée apres 4
injections de CPA sur des souris xénogreffées avec des cellules tumorales exprimant le gene
suicide. L'effet “by-stander” a été démontré par I'éradication des tumeurs, dont un quart
des cellules exprimait le gene suicide, aprés 5 injections de CPA. Par ailleurs, une réponse
immunitaire spécifique dirigée contre les cellules tumorales a été observée. Une expérience
de re-challenge consistant a réinjecter des cellules tumorales n’exprimant pas le gene
suicide chez les souris en rémission de leur tumeur initiale deux mois apres l'arrét du
traitement par le CPA a permis de le démontrer. Des souris contréles, du méme age, n’ayant
pas été traitées auparavant ont également recu cette injection de cellules tumorales. Seules
les souris controles développaient des tumeurs. Chez les souris en rémission, les tumeurs
ont commencé a se développer puis ont régressé spontanément, sans aucun traitement
(Touati et al., 2014a). Ce triple mutant-RED est 13 fois plus actif que le CYP2B6wt. Son
efficacité a été démontrée a la fois in vitro et in vivo. Par ailleurs, I'implication du systeme
immunitaire dans la stratégie CYP2B6TM-RED/CPA a été mise en évidence, ce qui est un

enjeu majeur dans la réussite de toute thérapie anti-cancéreuse.
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V. Le systeme immunitaire

1. Réponse immunitaire anti-tumorale

La théorie de 'immuno-surveillance des tumeurs, introduite par Ehrilch dans le début
du XX®™ siecle, suggere qu’une des fonctions essentielles du systéme immunitaire est de
détecter et d’éliminer les tumeurs (Topfer et al., 2011). Par conséquent, la probabilité de
développer une tumeur devrait étre plus importante lorsque I'immunité innée et / ou
adaptative est altérée ou bien réprimée. Cette hypothése se repose sur des données
épidémiologiques qui mettent en évidence g’une augmentation de la fréquence de certains
cancers est associée a un déficit immunitaire (Bower et al., 2006; Penn, 2000). L'interaction
entre le systeme immunitaire et les cellules tumorales peut conduire a différentes phases. La
phase d’élimination : les effecteurs cellulaires, les lymphocytes T CD4", CD8" et les cellules
NK, détruisent les cellules cellules tumorales. La phase d’équilibre durant laquelle la
prolifération tumorale est limitée par une réponse immunitaire encore efficace. Pour finir, la
phase d’échappement au cours de laquelle le systeme immunitaire est totalement dépassé

par la croissance tumorale.

1.1 Les cellules NK (Natural Killer)

Les cellules NK ont la morphologie des lymphocytes mais elles ne possedent pas de
récepteurs spécifiques aux antigénes. Ces cellules reconnaissent les cellules tumorales ou
infectées par un pathogene de deux manieres différentes. Une des voies de reconnaissance
dépend du fait que des cellules « anormales » exposent des antigénes contre lesquels le
systeme immunitaire a développé une réponse anticorps. Les cellules NK possedent a leur
surface des récepteurs membranaires pour |'extrémité carboxy-terminale de la molécule
d'lgG, appelée Fc. Ainsi, les NK vont pouvoir se fixer aux anticorps, eux-méme fixés a la
surface des cellules cibles (interaction anticorps-antigénes), et induire une cytotoxicité
cellulaire.

L'autre voie par laquelle les cellules NK peuvent reconnaitre les cellules
« anormales » se fait par lI'intermédiaire de récepteurs pour les molécules du complexe

majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | présents a leur surface. Si le récepteur présent
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a la surface des cellules NK n’interagit pas avec le CMH | des cellules anormales, les cellules
NK vont lyser cette cellule cible. Cette lyse se fait via la sécrétion de perforine a la surface
des cellules cibles, qui va lyser la membrane cellulaire et ainsi permettre I'entrée de
granzymes dans les cellules cibles a travers les pores membranaires et induire I'apoptose des
cellules cibles.

Dans le cas de cellules « normales » étant donné qu’elles possedent des molécules du
CMH de classe |, elles vont pouvoir se lier aux récepteurs présents a la surface des NK ce qui
va inhiber I'activation de ces derniéres et ainsi empécher I'induction de la mort des cellules
« normales ». Dans certains cas, les cellules tumorales ou infectées par des virus, présentent
une dérégulation des molécules du CMH de classe I. Ceci est un avantage vis-a-vis des
lymphocytes T qui ne les reconnaitront pas. Néanmoins, elles n’empécheront pas les cellules
NK de les reconnaitre.

1.2 Les lymphocytes T

1.2.1 Présentation de I'antigéne

Pour étre reconnu par les lymphocytes T, I'antigene doit étre complexé a des
protéines du CMH. Ce complexe antigene-CMH va activer les lymphocytes T par deux voies
différentes, selon la classe du CMH (Figure 8):

- L’antigene, telles que des protéines virales ou tumorales, peut étre produit de
facon endogene par les cellules dites « anormales ». Il va ensuite étre complexé
avec des protéines du CMH de classe | présents a la surface des cellules
spécialisées qui sont les cellules présentatrices d’antigenes par des mécanismes
de traitements intra-cellulaires.

- Parailleurs, I'antigene peut également étre relargué par les cellules tumorales ou
infectées. Il va ensuite pouvoir étre capturé, par endocytose, par les cellules
présentatrices d’antigeénes. L’antigene va ainsi pouvoir étre complexé avec des
molécules du CMH de classe Il et étre exprimé a la surface des cellules

présentatrices d’antigenes.
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Figure 8 : Présentation de I’antigéne. (Systeme HLA, présentation de I’antigéne et réponse immunitaire)

Les lymphocytes T CD4” reconnaissent des peptides issues de la dégradation de protéines exogénes et présentés
par les molécules CMH de classe Il (CMH-1I). Les lymphocytes T CD8" reconnaissent des peptides issues de la
dégradation de protéines endogenes et présentés par les molécules CMH de classe | (CMH-I).

Il existe trois types de cellules présentatrices d’antigenes: les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes B. Ces trois types differents par leur mode de capture, le
mode d’expression des protéines du CMH, la présentation des antigenes et leur localisation
dans I'organisme.

- Les cellules dendritiques immatures vont phagocyter les antigénes viraux ainsi que
les pathogenes extra-cellulaires dans les tissus périphériques. Lors de leur migration vers les
ganglions et en présence de signaux inflammatoires, ces cellules vont maturer et ainsi
exprimer de nombreuses molécules de co-stimulation favorisant la présentation de

I’antigeéne aux lymphocytes T. Par ailleurs, ceux sont les seules cellules aptes a activer les
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lymphocytes T naifs.

- Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui existent sous forme inactive et
active. lls sont activés par des cytokines et par la présence de micro-organismes. C'est
seulement sous forme active que ces cellules expriment les protéines du CMH de classe Il et
gu’elles deviennent donc des cellules présentatrices d’antigenes. Les macrophages sont
présents dans tout I'organisme et vont capturer les micro-organismes ainsi que les particules
extra-cellulaires. Ces cellules expriment aussi des molécules de co-stimulation.

- Les lymphocytes B vont eux présenter des antigénes solubles (toxines, virus). Ces
antigénes vont se fixer via des immunoglobulines (Ig) de surface : BCR (B cells receptor).
Ensuite, les antigenes vont étre internalisés par endocytose, complexés avec les protéines du

CMH de classe Il, pour enfin étre exprimés a la surface des lymphocytes B.
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Figure 9: Activation des Lymphocytes T (OpenStax, 2013)

Les lymphocytes T naifs CD4" engagent des molécules du CMH Il présentes sur les cellules présentatrices
d'antigénes (CPA) et deviennent actives. Les clones des lymphocytes T auxiliaires activés, vont a leur tour,
activer les lymphocytes B et les lymphocytes T CD8’, qui deviennent des lymphocytes T cytotoxiques. Les
lymphocytes T cytotoxiques tuent les cellules infectées.

La reconnaissance de I'antigéne par le recépteur des lymphocytes T differe selon le
type de lymphocyte qu’il soit CD4+ ou CD8+ (Figure 9). Les lymphocytes CD4 reconnaissent
uniguement I'antigéne complexé avec le CMH de classe I, tandis que les lymphocytes CD8
reconnaissent le complexe antigéne-CMH de classe I. Etant donné que les cellules CD4" et
CD8" possédent des fonctions trés différentes, la molécule du CMH qui est utilisée pour
présenter I'antigene déterminera le type de réponse effectrice générée.

L'antigéne complexé avec le CMH de type | va activer les lymphocytes CD8+ cytotoxiques.
Etant donné que toutes les cellules nucléées expriment le CMH de classe |, cela signifie que
toutes cellules infectées par un virus ou un autre agent pathogene intracellulaire peuvent

présenter ces antigenes et étre éliminées par attaque cytotoxique des lymphocytes T CD8+.
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Ceci est le cas des antigenes tumoraux, qui sont a I'origine de I"activation des lymphocytes T
CD8" et donc a I'élimination des tumeurs dans notre stratégie par géne suicide (Touati et al.,
2014a; Amara et al.,2016). Tandis que les réponses CD8 cytotoxiques sont trés ciblées,
I'activation CD4 conduit, quant a elle, a la production de cytokines qui activent a leur tour
une large gamme de cellules autour d'eux (Figure 9).

Un filet de sécurité permettant d’éviter la présentation inappropriée de l'antigéne ou
I'attaque des cellules effectrices est mis en place. En effet, la liaison du récepteur des
cellules T au complexe antigene-CMH seul n’est pas suffisante pour induire I'activation des
lymphocytes. La stimulation de co-récepteurs est également nécessaire pour aboutir a une

activation optimale des lymphocytes T (Parkin and Cohen, 2001).

-> Cas particulier de la réponse anti-tumorale :

La réponse immunitaire anti-tumorale va dépendre de la qualité de la cellule
présentatrice de I'antigene. Les macrophages et les lymphocytes B n’exercent que tres
rarement un role favorable sur I'activité des lymphocytes T CD4 / CD8 lors de la réponse
anti-tumorale (Banchereau and Steinman, 1998; Qin et al., 1998). Les cellules dendritiques,
guant a elles, présentent les caractéristiques essentielles des effecteurs de I'induction d’une
réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, ces cellules sont aptes a stimuler les
lymphocytes T naifs, au stade mature, avec une grande efficacité et également a les activer
au niveau des organes lymphoides secondaires de par leur capacité migratoire (Steinman et

al., 1997).

1.2.2 Les lymphocytes T effecteurs :

Deux types de lymphocytes T effecteurs ont été identifiés, les T helper (Th) et les T
cytotoxiques (Tc). lls portent respectivement a leur surface les molécules CD4 et CD8. Les Th
CD4" sont les cellules qui orchestrent la réponse immunitaire. Elles reconnaissent I'antigéne
étranger et activent d’autres constituants de la réponse immunitaire a médiation cellulaire
dans le but d’éliminer le pathogene. Elles sont aussi impliquées dans l'activation des

lymphocytes B. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxique, quant a eux, jouent un role primordial
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dans l'activité anti-virale et anti-tumorale. Ces deux types lymphocytaires participent

grandement au contrdle intra-cellulaire des pathogenes.

a. Les lymphocytes Th CD4+ :

Les lymphocytes Th sont divisés fonctionnellement selon le type de cytokines qu’ils
produisent (Figure 10) (Swain et al.,, 1991). Lors de la stimulation par des cytokines, les
lymphocytes précurseurs ThO deviennent soit des cellules Th1l ou soit des cellules Th2. Ces
cellules sont morphologiquement indiscernables, seules les cytokines sécrétées different. De
plus, la réponse qu'ils génerent est tres différente. Les cellules Thl produisent de
I'interleukine 2 (IL-2) qui induit une prolifération des lymphocytes T, stimule la division et la
cytotoxicité des lymphocytes T CD8+. L'autre cytokine importante produite par les cellules
Th1 est l'interféron y (IFNy) qui active les macrophages pour tuer les agents pathogenes
intracellulaires tels que les mycobactéries, les champignons et des protozoaires. Il active
également les cellules NK. L'importance de 'interféron y dans la réponse immunitaire a été
démontrée chez les patients dépourvus de récepteurs a l'interféron y qui souffrent de
graves infections mycobactériennes (Newport et al., 1996). Il existe une boucle de
rétroactivation positive : en effet, l'interféron y va stimuler la différenciation des cellules ThO
en cellules Th1l et va inhiber la différenciation en Th2. L'interleukine 12 (IL-12), sécrétée par
les macrophages suite a linduction par l'interféron y, va augmenter la production

d’interféron y par les lymphocytes T.
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Figure 10: Différenciation des lymphocytes T helper (Burkholder et al., 2014).

Tous les lymphocytes T auxiliaires sont différenciés en différents types cellulaires a partir du méme lymphocyte
T progéniteur (ThO). En fonction du type de cytokines auxquelles les cellules ThO sont exposées, elles peuvent se
différencier en un phénotype de T helper existant : lymphocytes de type 1 T helper (Th1), les lymphocytes de
type 2 T helper (Th2), les lymphocytes T régulatrices (Tregs) ou les lymphocytes de type 17 T helper (Th17). Les
lymphocytes Thl et Th2 sont généralement considérés comme des phénotypes permanents. Certaines données
in vitro suggerent que les lymphocytes Tregs et Th1l7 peuvent étre un peu plus malléables; les cytokines
impliquées dans ces inter-conversions proposées de lymphocytes T sont indiqués par un point d'interrogation
(?). Les lymphocytes effecteurs sécréetent des cytokines qui vont induire des réponses distinctes et spécifiques de
la réponse adaptative.

A l'inverse, les cellules Th2 produisent de l'interleukine 4, 5, 6 et 10 favorisant la
production d’anticorps. Par exemple, l'interleukine 4 va activer les lymphocytes B en les
différenciant en plasmocytes. Quant a linterleukine 5, elle favorise la croissance des
éosinophiles. De la méme maniere que l'interféron y pour les cellules Th1l, l'interleukine 4
induit une boucle de rétroactivation en favorisant la différenciation des ThO en cellules Th2.
Ces derniers sont associés aux allergies en induisant la production d’IgE. Par conséquent, les
lymphocytes Thl peuvent étre associés a une immunité cellulaire, tandis que les
lymphocytes Th2 sont associés a une immunité humorale.

Les lymphocytes Th17 sécrétent, quant a eux, les interleukines 17A (IL-17A), 17F (IL-
17F) et I'hétérodimeére IL-17A /F. Ces interleukines possédent un pouvoir inflammatoire
puissant et peuvent induire le recrutement des neutrophiles. Les cellules Thl7 sont
impliquées dans les réponses immunitaires dirigées contre des bactéries extracellulaires et

les champignons. Elles sont aussi engagées dans certaines maladies auto-immunes tels que
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la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaques, le psoriasis et la maladie de Crohn (Fujino
et al., 2003; Kotake et al., 1999; Tzartos et al., 2008; Wolk et al., 2006).

- Les lymphocytes Tregs

Enfin parmi les lymphocytes T, nous retrouvons les T régulateurs (Tregs) (Figure 10).
Ces cellules constituent environ 10% des lymphocytes T CD4" et jouent un réle important
dans le maintien de ’homéostatie et de I'auto-tolérance immunitaire (Sakaguchi et al., 2008;
Wing and Sakaguchi, 2010). Il existe deux types de Tregs : les naturels et les inductibles. Les

éme

Tregs naturels sont présents chez 'Homme des la 137 “semaine apres la naissance dans le
thymus. Ces cellules sont nécessaires au développement foetal (Cupedo et al., 2005). Les
Tregs inductibles, quant a eux, proviennent de la différenciation des lymphocytes ThO
induite par le TGF . Les Tregs sont impliqués dans les mécanismes de tolérance dans les
réponses immunitaires anti-tumorales, le contr6le des maladies auto-immunes et ainsi que
dans I'allo-transplantation (Ehrenstein et al., 2004; Miyara et al., 2005). lls diminuent
I’expression des molécules de co-stimulation a la surface des cellules présentatrices
d’antigenes ce qui a pour conséquence d’inhiber I'activation des lymphocytes T effecteurs :
CD4+ et CD8+ (Cederbom et al., 2000; Grossman et al., 2004). De plus, ils favorisent leur
production en inhibant la différenciation des ThO en Th1.

La fonction des lymphocytes Tregs est sous le controle de I'expression du facteur de
transcription Foxp3. Il a été démontré que I'absence de Foxp3 dans les Tregs provoquait la
perte de leurs fonctions cellulaires aboutissant a divers troubles immunitaires graves telles
gue une auto-immunité généralisée et des immunopathologies (Fontenot et al., 2003). Chez
I'Homme, une mutation de Foxp3 est a l'origine de la maladie génétique IPEX (Immune
dysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy, X-linked syndrome) (Bennett et al., 2001).

Une diminution des lymphocytes Tregs aurait un impact positif sur la prolifération
des lymphocytes T CD4" et CD8" principalement. Par conséquent, les Tregs constitueraient
potentiellement une cible thérapeutique intéressante dans le but d’accroitre le nombre de
lymophocytes T CD8" dans les traitements anti-cancéreux (cf. Partie 2.1. Introcution CPA et

Tregs).
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b. Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ :

Les lymphocytes T CD8" sont essentiels dans la protection contre les infections
ymphocy

intracellulaires et les cancers (Williams and Bevan, 2007). La réponse immunitaire médiée

par les CD8" peut étre décomposée en 3 phases :

Tout d’abord, une phase effectrice « Expansion phase » durant laquelle les
lymphocytes T cytotoxiques naifs sont activés, proliferent rapidement, acquierent
leur fonction et migrent vers le site infectieux ou tumoral afin de tuer les cellules
« anormales » en sécrétant des cytokines effectrices.

Une deuxieme phase, la « Contraction phase » durant laquelle la majorité des
lymphocytes T CD8" meurent par apoptose laissant seulement 5 & 10% de cellules
vivantes correspondant aux cellules T mémoires.

Et enfin, la derniére phase appelée la « Maintenance phase » au cours de laquelle
les lymphocytes T CD8" mémoires sont maintenus a des niveaux stables tout au
long de la vie des souris et pour quelques dizaines d’années chez ’'Homme (Figure
11) (Hammarlund et al., 2003; Williams and Bevan, 2007). Plus tard, lors d’une re-
exposition a I'antigene, la réponse immunitaire des lymphocytes T mémoires sera

plus rapide ce qui conferera une meilleure protection a I’'héte.
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Figure 11 : Cinétique de la différenciation des lymphocytes T CD8 + aprés une infection virale. (Russ et al.,
2013)

Les cellules présentatrices d'antigéne (APC) présentent des antigenes viraux aux cellules T CD8 +. Cela déclenche
une expansion clonale et la différenciation des cellules T CD8 + en cellules en effectrices capables de sécréter
des molécules pro-inflammatoires (TNF-a, d'IFN-y) et cytotoxiques (perforine, granzyme). A la suite de la
clairance virale, les cellules T CD8 + entrent en apoptose. Les cellules T CD8 + mémoires peuvent persister chez
I'néte pendant des années. Dans le cas d'une exposition secondaire au méme virus, les cellules T CD8 + mémoire
peuvent rapidement se développer et acquérir des fonctions effectrices.

Les lymphocytes T CD8+ sont cytotoxiques envers les cellules exprimant un antigene
spécifique a leur surface. Les lymphocytes T CD8+ (Tc) agissent de la méme maniére que les
cellules NK. En effet, aprés fixation par les récepteurs TCR (T Cell Receptor), ils sécrétent de
la perforine afin de lyser la membrane cellulaire de la cellule cible. Cette lyse est suivie par la
libération de granules cytoplasmiques contenant des granzymes qui vont activer les caspases
entrainant la fragmentation de I’ADN et conduire a I'apoptose (Figure 12 A).

Les lymphocytes Tc peuvent aussi se lier aux cellules cibles exprimant a leur surface la
molécule Fas, inductrice de mort. Les cellules Tc vont ainsi pouvoir interagir avec ces cellules

cibles via leur ligand Fas (FasL) et activer la cascade apoptotique (Figure 12 B).
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Figure 12 : Mécanisme d’action des lymphocytes T CD8" cytotoxiques aprés une infection virale. (CD8+ T Cells
/ Bitesized Immunology)

Les lymphocytes Tc vont se différencier en Tc 1 et Tc 2. La différence entre ces deux
types est liée au type de cytokines sécrétées par ces cellules. Il a été supposé que certaines
cellules T CD8 + possederaient une fonction suppressive dans la régulation négative de Ila
réponse lymphocytaire (Parkin and Cohen, 2001).

L’activation des macrophages via les CD4+ afin d’éliminer les pathogenes
intracellulaires, ainsi que le role des CD8+ dans la mort des cellules infectées par des virus,

permet de controler toute infection intracellulaire qui échapperait a I'immunité innée.
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2. Modulation des lymphocytes T par le cyclophosphamide

Le cyclophosphamide est tres utilisé dans le traitement d’'un grand nombre de
maladies, dont les hémopathies malignes, les cancers impliquant la formation des tumeurs
solides et des maladies auto-immunes. L’activité biologique du CPA est dose dépendant. A
de faibles doses, le CPA a des propriétés immunomodulatrices et anti-angiogéniques plus
marquées. Il a également été mis en évidence que le CPA avait un impact sur les
lymphocytes T CD4", avec des effets opposés. En effet, le CPA va induire une déplétion des
lymphocytes T régulateurs et va par ailleurs stimuler les lymphocytes T effecteurs CD4" et

CDS8" (Tableau 1).

2.1 Déplétion des lymphocytes T régulateurs (Tregs)

Les Tregs participent a la tolérance immunitaire des cancers (Sakaguchi et al., 2001;
Shimizu et al., 1999). Plusieurs études ont démontré une accumulation des Tregs dans le
sang périphérique et dans le microenvironnement tumoral chez des patients atteints de
carcinomes (Wolf et al., 2003; Woo et al., 2002). Ainsi, une déplétion thérapeutique des
Tregs pourrait améliorer les effets des immunothérapies cancéreuses (Onizuka et al., 1999;

Steitz et al., 2001).
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Figure 13 : Les puissants effets immunomodulateurs du cyclophosphamide (Sistigu et al., 2011a).

Il a été constaté trés tot que I'efficacité a faible dose du cyclophosphamide (CPA)
était due a la déplétion d’une population de lymphocytes T suppressifs, avant méme que les
Tregs soient découverts (Figure 13) (Awwad and North, 1988; North, 1982). A noter qu’une
dose de CPA inférieure a 120 mg/kg est considérée comme faible (Madondo et al., 2016b).
Ce ne fit qu’une dizaine d’années plus tard que la déplétion directe des Tregs par le CPA a
été démontrée chez le rat et caractérisée comme étant transitoire (Lutsiak et al., 2005a). En
effet, le 4°me jour aprés une injection de 2 mg de CPA par souris, une déplétion des Tregs fut
observée. Cependant, un retour a des niveaux de base, proches de ceux observés avant le
traitement au CPA, a été mis en évidence 10 jours aprés I'injection (Lutsiak et al., 2005a).
Chez les rongeurs, une seule injection de CPA peut entrainer la déplétion des Tregs. Chez

I'Homme, une déplétion transitoire des Tregs n’est observée qu’aprés des injections

55



métronomiques de CPA a faibles doses (50 mg) (Ge et al., 2012a; Ghiringhelli et al., 2007).
Par ailleurs, le groupe de Ghiringhelli a également montré que le CPA ne déplete pas
seulement les Tregs présents dans le sang et dans les organes lymphoides mais diminue
aussi le nombre de Tregs infiltrés dans les tumeurs (Roux et al., 2008). Récemment, notre
équipe a mis en évidence une diminution des lymphocytes T CD4" et CD8" en plus des Tregs
aprés 4 injections de CPA a a une dose de 140 mg/kg chez des souris (Touati et al., 2014a).

D’autres études ont également montré que la sensibilité des Tregs a étre déplétés
par le CPA serait liée a la nature proliférative de ces cellules (van der Most et al., 2009a). En
régle générale, les Tregs proliférent peu pour maintenir leur homéostasie. Cependant, en cas
de cancer, les Tregs voient leur prolifération fortement augmentée (van der Most et al.,
2009a). Il a également été montré que la déplétion des Tregs est ATP dépendante. En effet,
les Tregs présentent de faibles niveaux d’ATP intracellulaires vis a vis des autres lymphocytes
T (Zhao et al., 2010) pouvant se traduire par de faibles niveaux de gluthation réduit (GSH).
Par conséquent, les Tregs possedent une capacité moins importante a détoxifier les
métabolites du CPA (Figure 7). Une autre étude a démontré que les Tregs ont un défaut des
voies de réparation de 'ADN en comparaison aux autres lymphocytes T effecteurs
(Madondo et al., 2016c). Toutes ces études montrent que la sensibilité des Tregs a étre
déplétés par le CPA est multifactorielle.

Une faible dose de cyclophosphamide est capable de non seulement de dépléter les
Tregs mais aussi de limiter leur fonction permettant ainsi une perte de leur effet suppressif.
Aprés une injection intrapéritonéale de CPA a 100 mg/kg chez des souris, une action
inhibitrice directe sur les cellules Tregs a été observée, caractérisée par altération de leur
fonction en plus d’'une diminution de leur nombre (Lutsiak et al., 2005a).

Par ailleurs, le CPA diminue les niveaux d’expression de GITR (Glucocorticoid-Induced
Tumor necrotic factor receptor-Related) et de FoxP3 (Figure 13) (Lutsiak et al., 2005a). GITR
est exprimé a un haut niveau chez les Tregs et agit comme une molécule co-stimulatrice qui
augmente la prolifération des Tregs (Liao et al., 2010). FoxP3, quant a lui, est impliqué dans
I’activité suppressive des Tregs. Par conséquent, une diminution de I'expression de ces deux
genes par le CPA va induire une inhibition de la prolifération des Tregs ainsi qu’une

diminution de leur fonction suppressive (Lutsiak et al., 2005a; Sistigu et al., 2011b).
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De plus, il est a noter que le rapport de lymphocytes T effecteurs / Tregs au sein des

tumeurs peut étre un meilleur marqueur de l'efficacité du cyclophosphamide que la

détermination du pourcentage de Tregs circulant chez les patients (Sistigu et al., 2011b).

Doses de CPA Lymphocytes T Résultats/observations Références
Lvmphocvtes Madondo et
30 mg/kg Y 1I")regSYt Déplétion directe mais transitoire al., 2016b
2 mg/souris Lymphocytes Action inhibitrice du CPA sur la Lutsiak et
& Tregs prolifération al., 2005
Lymphocytes Action inhibitrice de faibles de
Tregs doses de CPA (Chez I'Homme) Geetal,
>0 mg Lymphocytes 2012
CD4+ et CD8* Activation de la prolifération
Action inhibitrice de fortes de doses
100
. : de CPA sur les toutes les - -
mg/jour/semaine Tous les : Ghiringhelli
populations de lymphocytes T avec
renouveler toute | lymphocytes T T et al., 2007
. une forte diminution de leur
les 2 semaines e )
prolifération (Chez 'Homme).
30 mg/kg chez la Déplétion dans le sang et les
souris Lymphocytes organes lymphoides mais Roux et al.,
100 mg/kg chezle Tregs également ceux infiltrés au sein des 2008
rat tumeurs chez le rat et la souris.
140 Tous les Diminution des lymph.ocytes.T Touati et al.,
mg/kg/semaine lvmphocvtes T CD4+ et CD8+ et forte diminution 2014
/%8 ymphocyt des Treg chez la souris
lymphocytes Activation des lymphocytes T Matar et al
10 mg/kg Th1 et Th2 helper 1 (Th1) et réduction des 2002 N
CD4+ lymphocytes Th2
Lymphocytes T Augmentation des lymphocytes
175 mg/kg tousles | mémoires et sMmente °S Ymphocy Loeffler et
6 i0urS CD8" corrélée a une diminution de la L. 2005
) production de NO. als
Lymphocytes T :
100 mg/kg CD4+ T helper Augmentation du nombr.e de _
: lymphocytes Th17 et des niveaux | Viaud et al.,
17 (Souris) \ .
: de I1-17 apres traitement des 2011
50 mg/jour Lymphocytes T . :
patients avec de faibles doses de
pendant 3 CD4+ T helper
. CPA
semaines 17 (Homme)

Tableau 1 : Etudes pré-cliniques et cliniques sur 'effet du cyclophosphamide sur les lymphocytes T CD4"

2.2

Amélioration de

I'activité des

lymphocytes T
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effecteurs : CD4" et CD8"*

Il a été montré que de faibles doses de CPA augmentent la prolifération des
lymphocytes T en réponse a une stimulation non spécifique des récepteurs TCR (T Cell
Receptor). Une amplification de la fréquence de lymphocytes T, spécifiques d’un antigéne
tumoral, a aussi été observée (Ge et al.,, 2012a; Ghiringhelli et al., 2007). Une étude a
démontré, qu’apres un traitement a faibles doses de CPA chez des rats ayant des tumeurs,
un changement dans la production de cytokines par les lymphocytes Th a été observé.
Effectivement, un traitement par le CPA a induit une augmentation significative de la
sécrétion de IFN-y et d’IL-2 (Matar et al., 2002). Ces cytokines sont produites spécifiquement
par les lymphocytes Thl. A 'opposé, les niveaux de cytokines sécrétées par les lymphocytes
Th2 telles que IL-10 et IL-4 sont diminués aprés le traitement (Matar et al., 2000). Une
diminution des taux de TGFR ainsi que du monoxyde d’azote (NO) est également observée
aprés le traitement au CPA (Loeffler et al., 2005; Matar et al., 2000). Par ailleurs, une
réduction de la NO, dans le sérum, est corrélée avec 'augmentation des lymphocytes T
mémoires et des lymphocytes T CD8+ spécifiques de I'antigene tumoral (Loeffler et al.,
2005).

De plus, une augmentation de la polarisation des lymphocytes Th17, qui sécretent les
cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-22 (Liang et al., 2006; Wei et al., 2007), a aussi été mise
en évidence apreés un traitement a une faible dose de CPA (100 mg/kg) (Figure 13) (Viaud et
al., 2011a). Par ailleurs, une équipe a démontré que le CPA exerce un effet dose dépendante
sur la différenciation des lymphocytes T CD4 + produisant I'lL-17A, chez les souris C57BL / 6
controles et portant une tumeur (Viaud et al., 2011a). Les lymphocytes Th1l7 sont
polyfonctionnels dans les tumeurs. Ils sécretent les cytokines IL-2, TNF-a et IFN- y. Ces
cellules sont aussi retrouvées dans les infiltrats tumoraux et sont associées a la survie des
patients dans les cancers ovariens (Kryczek et al., 2009; Munn, 2009). Aprés trois semaines
de traitements a faibles doses de CPA chez des patients atteints de cancers avancés, les
niveaux de IL-17 sont augmentés. Ces résultats mettent en évidence que de faibles doses de
CPA vont induire I'augmentation du nombre de lymphocytes Th17 en cas de cancer (Sistigu
et al., 2011b).

Le cyclophosphamide présente des effets immunomodulateurs sur les lymphocytes

tres intéressants et efficaces en déplétant les lymphocytes Tregs tout en induisant la
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prolifération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques d’un antigene tumoral. De
plus, il est dépourvu de toxicité a faible dose et il est surtout tres bon marché. Néanmoins, le
CPA devra étre comparé ou combiné avec de nouveaux réactifs et médicaments, dont les
immunothérapies, existants qui conjointement peuvent offrir des traitements adjuvants

précieux pour les thérapies anti-cancéreuses futures.

3. La mort immunogénique

I a été mis en évidence depuis quelques années, que certains agents
chimiothérapeutiques pouvaient induire une mort cellulaire dite immunogéene. L'équipe du
Pr. Kroemer a été la premiere a démontrer que lors d’'une mort immunogénique, une
réponse immunitaire spécifique contre les cellules tumorales résiduelles est déclenchée
(Apetoh et al., 2007a; Obeid et al., 2007a). Cette mort cellulaire immunogéne peut étre
opposée a la mort cellulaire classique.

La mort immunogénique repose en effet sur la prédisposition de stimulis spécifiques
pour tuer les cellules tout en provoquant I'émission coordonnée de signaux immunogénes
(Garg et al., 2010; Hou et al., 2013; Krysko et al., 2012; Melis et al., 2013; Zitvogel et al.,
2010). Ces signaux sont véhiculés par les DAMPS (Damage Associated Molecular Patterns).
Ces DAMPS sont des molécules qui, dans des conditions physiologiques, ne sont pas en
contact avec le systeme immunitaire. Ces molécules vont étre libérées ou exposées a la
membrane plasmique au cours de la mort cellulaire (Matzinger, 2002a, 2002b; Pouwels et
al.,, 2014). Certains DAMPS exercent des effets immuno-stimulants robustes lors de leur
liaison aux récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptors) qui sont exprimés par les cellules

immunitaires.
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Figure 14 : Libération des signaux immunogénes (Bianchi, 2014).

La mort immunogénique : Les cellules peuvent subir un stress causé par différentes conditions telles que une
Iésion du tissu, par radiothérapie ou bien par des chimiothérapies. Les cellules cancéreuses vont mourir suite au
traitement, mais le systéme immunitaire adaptatif sera alerté que si elles subissent une mort cellulaire
immunogéne. La mort immunogénique nécessite le relargage d’HMGB-1 et de I’ATP dans le milieu
extracellulaire, et I'exposition de la calréticuline (CRT) a la surface des cellules.

Jusqu'ici, trois DAMPS ont démontré leurs roles clés dans le potentiel immunogene
de tous les inducteurs de la mort immunogénique (Figure 14): la calréticuline (Garg et al.,
2012a; Kepp et al., 2011, 2013, Obeid et al., 2007b, 2007c), 'ATP (Garg et al., 2012b; Hou et
al., 2013; Lavieri et al., 2014; Martins et al., 2009) et HMGB-1 (Apetoh et al., 2007b; Candolfi
et al., 2009; Kohles et al., 2012; Rovere-Querini et al., 2004; Stoetzer et al., 2012, 2013).
Ainsi, une mort immunogénique est une mort des cellules tumorales qui va stimuler, par
I'intermédiaire des DAMPS, une réponse immunitaire contre les antigénes tumoraux des

cellules.
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3.1 Les signaux  caractéristiqgues de Ia mort

immunogénique

3.1.1 La translocation de la calréticuline

La calréticuline (CRT) est une protéine chaperonne localisée habituellement dans la
lumiere du réticulum endoplasmique. Elle participe au repliement correct des protéines du
réticulum endoplasmique (Oliver et al.,, 1999). La calréticuline est aussi impliquée dans
I’hnoméostasie du calcium (Coppolino et al., 1997).

La translocation de la calréticuline est une étape précoce de la mort cellulaire immunogéne.
Celle-ci est exposée a la surface des cellules lors des deux formes de I’apoptose
(immunogénique et non immunogénique) avec une différence temporelle entre les deux.
Lors de I'apoptose non immunogenique, I'exposition de la calréticuline a la surface des
cellules mourantes se produit en méme temps que celle de la phosphatidylsérine (PS) a un
stade apoptotique tardif. A I'opposé, son exposition lors de la mort immunogénique a lieu a
une étape pré-apoptotique, c’est a dire avant I’externalisation de la phosphatidylsérine et la
perméabilisation de la membrane plasmique suite a un stress du réticulum endoplasmique
(Obeid et al., 2007b; Panaretakis et al., 2009; Sonnemann et al., 2010; Tesniere et al., 2008).
Cette translocation est le résultat du transport antérograde de la calréticuline via I'appareil
de Golgi suivi d’'une exocytose des vésicules contenant la calréticuline au niveau de la

membrane plasmique (Garg et al., 2012b).
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Figure 15 : Exposition de la calréticuline (Zitvogel et al., 2010).
Les cellules mourantes exposent la calréticuline a un stade précoce du processus apoptotique, ce qui va faciliter
I'engloutissement par les cellules dendritiques.

Les mécanismes moléculaires sous-jacents de cette mort immunogénique
caractéristique ont été étudiés en détail et semblent impliquer trois étapes de signalisation
distincts: (1) un module de stress du réticulum endoplasmique centré autour de la
phosphorylation du facteur d'initiation eucaryote 2a (elF2a) entrainant I'arrét de la synthese
protéique ; (2) un module apoptotique impliquant l'activation de la caspase-8 et enfin (3) un
module d'exocytose nécessitant le cytosquelette d'actine ainsi que VAMP1 et SNAP 25, deux
protéines impliquées dans le trafic vésiculaire intracellulaire. En effet, la translocation de la
CRT survient suite au stress du RE qui passe par I'activation de la protéine kinase PERK qui
phosphoryle elF2a (Panaretakis et al., 2009).

Par ailleurs, des études ont montré que dans certains modeles, la calréticuline est
obligatoirement transloquée a la surface des cellules avec une autre protéine chaperonne du
réticulum endoplasmique : ERp57 (Panaretakis et al., 2008). L’exposition de la calréticuline
va provoquer un signal phagocytaire majeur, un signal « eat me », pour les cellules
présentatrices d'antigenes, telles que les cellules dendritiques. Ceci aura pour conséquence
d’améliorer leur capacité a phagocyter les cellules mortes (Figure 15) (Obeid et al., 2007b;
Chao et al., 2010; Garg et al., 2012b; Gilardini Montani et al., 2015; Weiss et al., 2010).

La délétion de la calréticuline ou de I'ERp57 inhibe I'immunogenicité de la mort

cellulaire dans plusieurs modéles tumoraux (Obeid et al., 2007b, 2007d) et Iutilisation d’une
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calréticuline recombinante s’est avérée capable de rétablir une mort immunogéenique méme

avec des traitements considérés comme non-immunogéniques (Panaretakis et al., 2008).

3.1.2 La sécrétion d’HMGB-1

HMGB-1 (High Mobility Group Box-1) est une protéine nucléaire liée a la chromatine
mais n’appartenant pas au groupe des histones. Elle est constituée de deux domaines de
liaison a I'ADN qui participent a la régulation de la transcription en modifiant la
conformation de la chromatine. HMGB-1 peut étre libérée passivement par les cellules
subissant une nécrose ou activement par les cellules immunitaires. Il a été montré que
HMGB-1 peut aussi étre relarguée lors de la nécrose secondaire qui suit I'apoptose ou
I’'autophagie (Scaffidi et al., 2002).

Le relargage d’HMGB-1 des cellules mourantes exige la perméabilisation des
membranes nucléaires et plasmiques (Figure 16). Ce qui constitue de facto un évenement
post-mortem (Galluzzi et al., 2012). L'autophagie serait, dans certaines circonstances, a
I'origine de la libération d’HMGB-1 a partir de cellules mourantes (Thorburn et al., 2009a).
Cependant, le mécanisme moléculaire qui est a la base de cette étape cruciale de la mort

immunogene des cellules n’a pas encore été éclairci.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
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Figure 16 : Relargage d’HMGB-1 (Zitvogel et al., 2010).

Les molécules d’HMGB-1 libérées par les cellules mourantes vont se lier aux récepteurs TLR4 sur les cellules
dendritiques, favorisant ainsi la présentation de I'antigéne et stimulant la production de la pro-interleukine-f3
(pro-IL-1pB).
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L’'HMGB-1, une fois sécrétée dans le milieu extracellulaire, va agir comme un facteur
de I'inflammation. Cet effet pro-inflammatoire va étre provoqué par son interaction avec ses
différents récepteurs présents sur la surface des cellules dendritiques, que sont RAGE
(Receptor for Advanced Glycation Endproducts) et les TLR (Toll-Like Receptor) 2 et 4.

Lors de le mort immunogénique, la liaison d’HMGB-1 a TLR4 va inhiber la fusion du
phagosome, contenant les corps apoptotiques phagocytés par les cellules dendritiques, avec
les lysosomes (Apetoh et al., 2007b). Ceci empéche la dégradation des antigenes tumoraux
et facilite leur apprétement ainsi que leur présentation par les cellules dendritiques aux
lymphocytes T naifs (Shiratsuchi et al., 2004). Le mécanisme qui permet I'inhibition de la
fusion des phagosomes et lysosomes reste inconnu a ce jour. La liaison d’"HMGB-1 au TLR4
permet aussi I'induction de I'expression de la interleukine IL-1B par les cellules dendritiques
(Sha et al., 2008). Il a été démontré que I'efficacité des chimiothérapies immunogénes est
TLR4 dépendante chez la souris (Apetoh et al., 2007b, 2007c).

L'HMGB-1 extracellulaire possederait une activité chimiotactique en formant un
complexe avec la chimiokine (C-X-C motif) ligand 12 : CXCL12 qui se fixera au récepteur

CXCR4 (Schiraldi et al., 2012).

3.1.3 La libération d’ATP

La libération de I'adénosine triphosphate (ATP) dans le milieu extracellulaire est le
troisieme signal de la mort immunogene. Le relargage de I’ATP par les cellules apoptotiques
est considéré comme un signal « find me » qui attire les phagocytes et les macrophages vers
le site de I'apoptose.

Le mécanisme de sécrétion de I'ATP est différent selon le stade apoptotique de la
cellule. Dans un contexte pré-apoptotique, I'ATP est secrété par exocytose active (Garg et
al., 2012b). Lorsque les cellules sont a un stade apoptotique précoce, I'autophagie semble
étre indispensable pour la sécrétion de I'ATP. L’extinction des genes impliqués dans
I'autophagie (ATG3, ATG5) atténue I'immunogénicité des cellules mourantes (Zitvogel et al.,
2012). Linduction de l'autophagie par la molécule STF-62247 augmente le potentiel
immunostimulateur de la mort immunogénique. Néanmoins, ceci ne semble pas s’appliquer
a tous les inducteurs de mort (Garg et al., 2013a).

Lors du stade tardif de I'apoptose, 'ATP va étre libéré de maniére passive suite a la
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perméabilisation de la membrane plasmique.
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Figure 17 : Libération d’ATP (Zitvogel et al., 2010).

L’ATP libéré par les cellules mourantes se lie au récepteur purinergique P2RX7 a la surface des cellules
dendritiques, ce qui active l'inflammasome NLRP3 et stimule la libération de I'IL-18, qui va polariser les
lymphocytes T CD8 + vers la production d'interféron-y.

L’ATP extracellulaire agit comme un facteur chimiotactique puissant et favorise non
seulement le recrutement des cellules immunitaires au niveau des sites de la mort
immunogénique, mais également leur différenciation. Cet effet se fait via les récepteurs
purinergiques P2RX7 situés a la surface des cellules dendritiques. L'ATP extracellulaire va se
lier au récepteur P2RX7 et permettre la formation de I'inflammasome NLRP3, un complexe
multi-protéique comprenant NLRP3, la protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a Caspase recuitement domain) et la caspase-1 (Figure 17).
Une fois activé, ce complexe va induire la sécrétion de l'interleukine 1B (IL-1(3) et IL-18 par
les cellules dendritiques (Aymeric et al., 2010; Ghiringhelli et al., 2009; Riteau et al., 2012;
Steer et al., 2006). L'IL-1f3 va a son tour stimuler la production d’interféron y (IFN-y) par les

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques de type 1 (Tcl) (Ghiringhelli et al., 2009).
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VI. Les vecteurs de transfert en thérapie génique.

Une des étapes clés de la thérapie par gene suicide est le transfert du gene au sein de
la tumeur. Le géne doit étre exprimé sélectivement et efficacement dans la tumeur. Depuis
quelques années, des efforts ont été menés pour développer des vecteurs capables de cibler
les cellules cancéreuses spécifiquement. Outre I'efficacité de transfert, il faut aussi tenir
compte de la toxicité probable des vecteurs qui doit étre suffisamment faible pour ne pas
empécher le succes de la thérapie génique.

Les vecteurs utilisés en GDEPT peuvent étre classés en 2 catégories : les vecteurs

viraux, les plus utilisés actuellement, et les vecteurs non viraux (Figure 18).
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version

Figure 18 : Répartition des vecteurs utilisés en essais cliniques pour la thérapie génique
http://www.abedia.com/wiley/vectors.php

1. Les vecteurs viraux

Le cycle de vie d’un virus est constitué de deux phases: une premiere phase

d’infection lors de laquelle le virus va pénétrer dans la cellule et une seconde phase de
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réplication qui va permettre la syntheése du génome viral ainsi que la production de
nouveaux virus.

Le transfert de gene fondé sur les vecteurs viraux exploite la premiere étape de la réplication
des virus : la pénétration et I'expression du gene dans la cellule hote, et le blocage de la
production de virus infectieux. Dans ce contexte, la transduction est définie comme non
réplicative. Pour obtenir cela, le génome viral est radicalement réarrangé afin d’éliminer les
genes impliqués dans la réplication et la pathogénicité laissant ainsi de I'espace pour
I'insertion de genes thérapeutiques tels que les génes suicides. Suite a ces modifications, le
virus parental devient un simple vecteur de I'information génétique, d’ou le nom de vecteur
viral.

Les vecteurs viraux utilisés sont principalement basés sur des virus non réplicatifs, pour des
raisons de sécurité, exceptés certains virus tels que les virus oncolytiques, les adénovirus
réplicatifs et les virus de la vaccine, qui ne sont utilisés qu’en thérapie génique du cancer.

Les principaux virus utilisés en thérapie gene suicide sont présentés ci-dessous.

1.1 Les Adénovirus

Les adénovirus humains peuvent infecter des cellules en division ou non. Leur
génome est épisomal dans les cellules infectées. Il est constitué de cing genes dont
I'expression est dite précoce (E1 a E5), de deux génes intermédiaires et de cing genes tardifs
(L1 a L5). I ne s’intégre pas dans 'ADN de la cellule héte, minimisant le risque de
mutagenese insertionnelle. Le génome viral code pour prés de 50 protéines virales, dont 11
participent a la structure des virus.

Les adénovirus infectent un grand nombre d’especes. Chez I’'Homme, ils infectent en
premier lieu les voies respiratoires et les intestins, causant des maladies respiratoires et
gastro-intestinales récurrentes. Les adénovirus sont constitués de plus de 50 sérotypes, dont
certains sont tres largement répandus tels que les sérotypes 1, 2 et 5. A peu prés 80% des
personnes saines possedent des anticorps contre au moins un sérotype des I'age de six ans
(Davison et al., 2003).

Ces virus ont fait 'objet d’ingénierie progressive au cours de ces derniéres années. Dans la
premiére génération des vecteurs adénoviraux, le géne précoce 1A (E1A), qui est un géne

régulateur essentiel a la réplication, a été enlevé du génome viral. Comme pour la plupart
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des vecteurs viraux, la délétion de genes cruciaux permet de supprimer la capacité des virus
a s’auto-répliquer et en méme temps laisse de la place pour l'insertion d’un transgene
(Graham and Prevec, 1995). Pour encore plus de sécurité, d’autres génes ont été supprimés
du génome viral, il s’agit des genes E1B et E3 qui sont impliqués dans la modulation de
I'immunité spécifique contre les adénovirus (Campos and Barry, 2007). Ces délétions
permettent aux adénovirus d’intégrer de I’ADN avec une taille maximale de 8 Kb (Tableau 2).
Cependant, les risques de recombinaisons homologues et d’apparition de réponses
immunitaires aprés injection de ces vecteurs sont sources de problemes (Ahi et al., 2011).

Pour pallier a ces inconvénients, des vecteurs de deuxieme génération ont été
développés. Deux autres genes supplémentaires, E4 et E2, ont été supprimés. Ces vecteurs
présentent une capacité d’insertion plus grande, passant de 8 a 10 Kb. Une réponse
immunitaire moindre a été observée avec ces nouveaux vecteurs. Néanmoins, un autre
probleme persiste: leur production limitée.

Afin d’éviter l'activation d’une réponse immunitaire cellulaire indésirable, les
vecteurs helper-dependant, (vecteurs-HD) aussi appelés les vecteurs « gutless » ont été
développés. Ces derniers sont dépourvus de pratiquement toutes les séquences codantes
virales. Seules les séquences utiles a I’encapsidation et a la réplication ont été conservées.
L’élimination de I'expression des antigenes de I'adénovirus au sein de ces vecteurs a permis
une expression épisomale a plus long terme des transgenes dans les cellules quiescentes.

De plus, ces vecteurs ont désormais une plus grande capacité d’insertion d’environ 35 Kb

(taille du génome viral) permettant ainsi d’exprimer de grands transgenes.

Avantages Inconvénients Modifications
apportées
Transduit les cellules Tres immunogene Augmentation de la
quiescentes et en division capacité d’insertion :
Capacité d’'insertion jusqu’a 8 Expression transitoire du - 10 Kb pour la 2nde
Kb transgene génération
Fort niveau d’expression du Immunité préexistante chez - 35 Kb pour la 3¢me
transgeéne 'Homme génération
Production du vecteur a Diminution de la
hauts titres réponse immunitaire

Tableau 2 : Avantages, inconvénients et améliorations apportées des vecteurs adénoviraux
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1.2 Les “Adeno-associated virus” : AAV

Les « adeno-associated virus » (AAV) sont des virus de petites tailles, icosaédriques,
non enveloppés, possedant un génome simple brin. lls appartiennent a la famille des
Parvoviridae. lls nécessitent une co-infection avec un helper virus afin de compléter leur
cycle de réplication. A l'origine, I'idée était que les AAV soient dépendants des adénovirus,
d’ol leur nom. Depuis, il a été démontré que I'herpes simplex virus (HSV) permettait aussi la
réplication de I’AAV. Ainsi, 'AAV va pouvoir se répliquer dans des cellules qui ont été
activées par co-infection avec un adénovirus, un HSV ou bien un agent génotoxique tel que
les UV ou I’hydroxyurée (Yakobson et al., 1989; Yalkinoglu et al., 1988). Un des avantages de
I’AAV est qu’il va pouvoir s’insérer dans le génome des cellules cibles. De plus, il a la
particularité d’avoir un site spécifique d’insertion rep-dépendant localisé dans le
chromosome 19 chez 'Homme (Smith, 2008). Le génome des AAV est d’environ 5 Kb. Il est
constitué de seulement deux genes : rep pour la réplicase impliquée dans la réplication du
génome et cap qui code pour les protéines de structure. Les deux génes sont encadrés par
des séquences identiques qui sont des ITRs pour « inverted terminal repeats ».

Les vecteurs AAV ont été dépourvus de leurs deux genes, rep et cap tout en
conservant les séquences ITRs qui vont entourer le transgene inséré.

Les AAV présentent une faible immunogénicité et sont capables d’infecter des
cellules en division et quiescentes, ce qui les rend attractifs en qualité de vecteurs (Giacca
and Zacchigna, 2012; Kay et al., 2001). (Tableau 3).

Néanmoins, ils présentent aussi certains inconvénients. En effet, ils posseédent une
faible capacité de clonage, limitée a 5 Kb, ce qui est tres petit pour des genes
thérapeutiques. De plus, une étape de conversion de ’ADN simple brin en ADN double brin
est nécessaire avant toute réplication, ce qui a pour conséquence de « ralentir » I’'expression
du gene thérapeutique dans la cellule (Coura and Nardi, 2007).

Malgré tous ces inconvénients, les AAV sont utilisés dans un certain nombre de
thérapies, a peu prés une centaine, traitant essentiellement les maladies monogéniques

(Chuah et al., 2012; Grieger and Samulski, 2012; Mendell et al., 2012; Tang et al., 2010).
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Avantages Inconvénients
Transduit les cellules quiescentes et en

division Capacité d’accueil jusqu’a 5 Kb

Production du vecteur a hauts titres

Virus parental non pathogeéne pee o1 s .
p p 8 difficile a atteindre

Nécessité d’une co-infection avec un virus
Tropisme cellulaire étendu helper (adénovirus ou herpes simplex
virus)

Possibilité d’intégration site spécifique

Faible immunogénicité

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des vecteurs AAV

1.3 Les Poxvirus : Virus de la Vaccine

Les Poxvirus aussi connus sous le nom du virus de la Vaccine, sont des virus
enveloppés de grande taille avec un ADN double brin viral d’environ 190 Kb de long. Une
caractéristique spécifique aux poxvirus est qu’ils ont un nombre important de genes, environ
250, qui sont impliqués dans la réplication virale et surtout dans la pathogénicité des virus.
Ainsi, de nombreux genes peuvent étre éliminés pour laisser place a un transgene allant
jusqu’a 25 Kb. L'autre particularité des poxvirus est que, malgré le fait d’étre un virus a ADN,
la réplication virale aura lieu dans le cytoplasme de la cellule hote, évitant ainsi tout risque
d’insertion mutationnelle dans le génome de la cellule hote (Zeh and Bartlett, 2002).

Les Poxvirus ont un cycle viral de courte durée avec une grande efficacité
d’expression du transgene et ils possedent des propriétés cytolytiques. Ces virus sont
capables de transduire pratiquement tous les types cellulaires (Shen and Nemunaitis, 2005).
De plus, il a été démontré, in vivo, qu’apres une administration systémique du virus, celui-ci
cible systématiquement les tumeurs (Whitman et al., 1994; Zeh and Bartlett, 2002). Ce
tropisme pour les tumeurs serait lié a leur grande taille (> 200 nm). L'idée serait que seuls les
vaisseaux non étanches, comme ceux présents dans les tumeurs, peuvent permettre
I’extravasation des particules virales (Chang et al., 2005; Peplinski et al., 1996).

Toutes ces spécificités font d’eux de bons vecteurs pour la thérapie génique. Ils sont utilisés

our la production de protéines recombinantes, dans I'immunothérapie des cancers et dans
I duction d t b tes, d I th d td
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la vaccination (GOmez et al., 2011; Kim and Gulley, 2012).

Malgré tout cela, les Poxvirus ont été tres peu utilisés en thérapie génique a cause
d’un probléme majeur: leur forte immunogénicité (Tableau 4). En effet, ceci joue sur leur
efficacité de transduction en facilitant I'élimination des virus et en empéchant toute
éventuelle réadministration des vecteurs (Guse et al., 2011).

Les poxvirus les plus développés de nos jours sont tres atténués et non réplicatifs. Le
virus le plus utilisé est I'Orthopoxvirus MVA, pour Modified Vaccina Ankara. Ce dernier
présente un profil de sécurité élevé et a été administré a de nombreux animaux et chez
I'Homme lors d’'une campagne de vaccination contre la variole (Fenner, 1982). D’autres
souches sont aussi utilisées dans la recherche tels que : NYVAC, pour New York VACcinia, des
avipoxivirus dont ALVAC et TROVAC qui proviennent respectivement des virus canarypox et
fomlpox (Vannucci et al., 2013a).

Les données actuelles suggerent que les virus oncolytiques sont plus efficaces, en
tant que vecteur, quand ils sont recombinés avec des genes suicides (Hermiston and Kuhn,
2002). L'équipe du Dr Erbs a travaillé avec le poxvirus MVA exprimant le géne suicide
cytosine désaminase couplée a I'UPRT dans un modele du cancer du colon. Ils ont mis en
évidence la présence d’un effet “by-stander”, in vitro et in vivo, ainsi qu’une activité anti-
tumorale. De plus, ils ont démontré que le poxvirus était plus efficace qu’un adénovirus

(Erbs et al., 2008).

Avantages Inconvénients

Multiple sites d’insertion du transgene Potentiellement cytotoxique
Particulierement apte en tant que vaccin Expression transitoire du transgene
recombinant atténué
Capacité d’insertion jusqu’a 30 Kb Génération de vecteurs recombinants
difficile
Bien adapté en tant que vecteurs Tres immunogene
oncolytiques

Utilisation de promoteur hétérologue

difficile a réaliser

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des vecteurs issus des poxvirus
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1.4 Les Rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus enveloppés avec une capside contenant deux copies
d’ARN sens simple brin d’environ 10 Kb. Le génome des rétrovirus présente deux séquences
de LTRs pour « Long Terminal Repeats » aux extrémités 5 et 3’. Ces LTRs englobent trois
protéines qui sont gag, pol et env. Le gene gag code pour les protéines de structure
constituant la capside. Le gene pol code pour les enzymes impliquées dans la réplication
(rétrotranscription, intégration et protéolyse virale) et le gene env pour les glycoprotéines
présentes dans |I'enveloppe du virus. Ces trois genes sont régulés par les LTRs qui agissent
comme des promoteurs.

Le cycle viral des rétrovirus se déroule de la maniere suivante : une fois la capside a
I'intérieur de la cellule hote, le génome viral est converti en double brin d’ADN avec l'aide
d’une réverse transcriptase. Par la suite, 'ADN va étre transporté jusqu’au noyau ou il va
pouvoir intégrer le génome de la cellule hote. L'intégration de I’ADN est permanente mais se
fait de maniere aléatoire (Wu and Burgess, 2004). Cette caractéristique est un avantage
important mais peut aussi étre un probleme en terme de sécurité (Tableau 5) (Vannucci et
al., 2013b).

En effet, un des problemes majeurs rencontrés lors de l'utilisation de rétrovirus au
cours d’essais cliniques est l'insertion du géne thérapeutique a proximité de proto-
oncogene. Cela a été observé il y a quelques années, lors d’un essai clinique mené sur des
enfants atteints d’un déficit immunitaire combiné sévere lié au chromosome X (DICS-X). En
effet, neuf enfants ont recu des injections de cellules souches transduites avec un rétrovirus
recombiné codant pour le gene Gamma c (yc) fonctionnel. Sur ces neuf enfants, sept ont
retrouvé un systéme immunitaire fonctionnel. Quatre d’entre eux ont développé une
leucémie a la suite de la thérapie génique dont un enfant qui est décédé. Cette grave
complication est la conséquence d’'une mauvaise insertion du rétrovirus au sein des cellules
souches (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Néanmoins, une alternative au rétrovirus a permis
d’éradiquer les risques d’insertion mutationnelle rencontrées, le choix s’est porté sur les
lentivirus (Hacein-Bey Abina et al., 2015).

Une autre caractéristique des rétrovirus est qu’ils ne peuvent infecter que des
cellules en division (Yamashita and Emerman, 2006). En effet, le rétrovirus étant dépourvu

du complexe de pré-intégration permettant le transfert de I’ADN viral jusqu’au noyau,
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I'intégration du génome viral ne va pouvoir se faire que durant la période de mitose des
cellules hétes au cours de laquelle la membrane nucléaire se dissout laissant ainsi libre acces

a ’ADN de la cellule.

Avantages Inconvénients
Intégration du vecteur dans le génome de  Transduction uniquement des cellules en
la cellule hote division
Capacité d’insertion jusqu’a 8 Kb Ciblage cellulaire difficile a réaliser

Tropisme cellulaire étendu Intégration aléatoire du génome viral

Faible immunogénicité Risque élevé d’insertion mutationnelle
Faible immunité préexistante chez Faible stabilité

I'Homme

Production du vecteur a de hauts titres

Tableau 5 : Avantages et inconvénients des vecteurs rétroviraux

1.5 Les Lentivirus

Les lentivirus sont des virus enveloppés contenant un génome ARN sens double brin
d’environ 10 Kb. Ils appartiennent a la famille des rétrovirus cependant ils sont considérés
comme des rétrovirus avancés et plus complexes car le génome des lentivirus exprime
plusieurs genes régulateurs en plus de ceux en commun avec le génome des rétrovirus. Ces
genes sont impliqués dans différentes fonctions telles que la régulation de la réplication
virale, la neutralisation des défenses des cellules hotes et I'atténuation de la réponse
immunitaire. Parmi les genes régulateurs de la réplication virale, certains vont coder pour
des protéines qui vont former le complexe de pré-intégration dans la cellule héte afin de
faciliter I'entrée du génome viral rétro-transcrit en ADNc dans le noyau des cellules
quiescentes (Bukrinsky and Haffar, 1999; Freed, 2001). Cette propriété est un avantage par
rapport aux rétrovirus qui ne peuvent infecter que les cellules en division.

Les lentivirus les plus utilisés sont ceux issus du virus de I'immunodéficience humaine
(VIH). Il existe d’autres souches de lentivirus provenant d’autres espéces animales tels que le
virus de I'immunodéficience simienne (VIS ou SIV en anglais), féline (VIF ou FIV en anglais),
équine (VIE ou EIAV en anglais) et bovine (VIB ou BIV en anglais) (Curran et al., 2000; Kenyon
and Lever, 2011; Pistello et al., 2007; Poeschla et al., 1998; Valori et al., 2008).
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lls ont une capacité d’insertion allant jusqu’a 9 Kb et présentent un faible risque de
mutagenese insertionnelle ainsi qu’une faible oncogénicité, car ils ont tendance a s’insérer a
distance des promoteurs cellulaires (Cereseto and Giacca, 2004; Ciuffi, 2008). Un autre
avantage des lentivirus est I'absence d’une immunité préexistante dans la population
humaine. Par ailleurs, les lentivirus non humains présentent un autre avantage : lls sont non
pathogénes pour I’'Homme, tout en étant capables de transduire des cellules humaines
(Tableau 6).

Le lentivirus issu du VIH a subi plusieurs modifications au cours des dernieres années
dans le but de diminuer les risques de recombinaison et de génération de virus capables de
se répliquer. Trois générations de lentivirus ont vu le jour. La premiere génération de
vecteurs présente une importante délétion des séquences virales, exceptés les genes
nécessaires a I'exportation du vecteur ainsi qu’a I’ARNm viral non épissé du noyau au
cytoplasme (Freed, 2001). La deuxiéme génération de vecteur est caractérisée par la
suppression d’autres génes régulateurs non essentiels a la production du virus. Pour finir, la
troisieme génération apporte des changements cruciaux dont le remplacement de la
séquence 5 LTR par des promoteurs viraux. Ainsi, 'expression du génome viral n’est plus
sous le controle des LTRs mais sous le controle de la cellule h6te. Dans ce contexte, le
vecteur est appelé SIN pour « Self inactivating ». De plus, I'ajout de séquences codantes cPPT
(central Poly-Purine Tract) permet d’augmenter l'efficacité d’encapsidation du vecteur

(Figure 19).
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Figure 19: Représentation schématiques du vecteur Lentiviral (Sakuma et al., 2012).

(A) La premiere génération de lentivirus inclut toutes les protéines virales exceptées la protéine Env dans le
plasmide de structure (Packaging plasmid). VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus-Glycoprotein) est fournie par un
autre plasmide. Le plasmide, contenant le génome du vecteur, contient les LTRs et le transgéne qui est exprimé
sous le contréle d’un puissant promoteur viral tel qgue CMV (CytoMégaloVirus). (B) Pour la seconde génération
de vecteurs VIH, toutes les protéines régulatrices sont exclues du plasmide de structure. Similaire a la premiére
génération de vecteurs du VIH, l'expression des glycoprotéines et du transgéne est réalisée par différents
plasmides. (C) La troisieme génération de vecteur VIH requiert quatre plasmides différents. En plus des trois
plasmides : Structure, Enveloppe et génome viral, la protéine Rev est fournie par un autre plasmide. Au niveau
du « vector plasmid », toute la région U3 en 5’ du génome a été enlevée et remplacée par un promoteur viral tel
que RSV ou CMV pour I’'expression du génome viral.

Actuellement, d’autres stratégies d’amélioration du vecteur sont en développement.
La premiere étant [l'utilisation de vecteurs lentiviraux non-intégratifs. Ces derniers
permettent d’avoir les avantages du lentivirus tout en évitant d’avoir une intégration dans le
génome de la cellule hote, évitant ainsi tout risque d’insertion mutationnelle et permettant
une expression transitoire du transgene dans les cellules. Pour cela, l'intégrase, qui est
I’enzyme qui participe a I'intégration du transgene dans le génome de la cellule hbte, est
inactivée (Negri et al., 2011; Staunstrup and Mikkelsen, 2011).
La seconde stratégie est le développement de vecteurs inductibles. Ces vecteurs possedent

des promoteurs dont I'activité va dépendre de la présence d’'un médicament ou bien d’une
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molécule spécifique. Ainsi, en présence de cette molécule, les promoteurs seront actifs et
vont permettre I'expression controlée et temporaire du transgéne. En absence de la
molécule, ce dernier ne sera pas exprimé (Osten et al., 2007).

La principale contrainte de ces stratégies est la difficulté de construire des vecteurs avec un

bon rendement.

Avantages Inconvénients
Transduit les cellules quiescentes et en Possible insertion mutationnelle
division
Intégration du génome viral dans le Nécessité des protéines régulatrices (tat,
génome de la cellule hote rev et autres) pour la production du
vecteur
Capacité dinsertion jusqu’a 9 Kb Expression transitoire du transgene avec

les vecteurs non intégratifs

Expression prolongée du transgene

Possibilité de développer des vecteurs non
intégratifs

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des vecteurs lentiviraux

Au cours de mes travaux de recherche, nous avons eu recours a l|'utilisation de
lentivirus comme vecteurs intégratifs de derniere génération utilisant le promoteur non viral
E1Fa (Elongation Factor (EF)-1 a) long. Notre lentivirus est pseudotypé avec la glycoprotéine

membranaire VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus-Glycoprotein).

2. Les vecteurs non viraux

Les vecteurs viraux sont les vecteurs les plus utilisés en thérapie génique. Néanmoins,
ils présentent plusieurs inconvénients dont la carcinogenése potentielle (Baum et al., 2006),
I'immunogénicité (Bessis et al., 2004), la limitation de la capacité d’insertion (Thomas et al.,
2003) ainsi que les difficultés de production (Bouard et al., 2009).
L‘utilisation des vecteurs non viraux en thérapie génique est en pleine émergence depuis
quelques années. L'intérét de ces vecteurs est qu’ils présentent une tres faible

immunogénicité par rapport aux virus, qu’ils ne sont pas limités en terme de taille du

76



génome a transporter et qu’ils sont plus faciles a produire que les virus (Mintzer and
Simanek, 2009; Pack et al., 2005). Cependant, globalement, ces vecteurs non viraux sont
moins efficaces que les virus en terme de transfert de gene. Toutefois, quelques-uns de ces

vecteurs ont pu étre développés en clinique.

2.1. Lesliposomes

Les liposomes font partie des vecteurs non viraux les plus largement utilisés en
thérapie génique. Ce sont des vésicules artificielles formées par des bicouches
phospholipidiques mesurant quelques dizaines a quelques milliers de nanometres de
diametre. Leur association avec I'ADN se fait par interactions électrostatiques entre les
groupes phosphates de I'ADN chargés négativement et les tétes polaires des lipides
cationiques chargées positivement. Les liposomes, ainsi que d’autres vecteurs non viraux,
pénetrent dans la cellule par endocytose. Une fois dans le cytoplasme, le liposome va se

dissocier et va libérer I'ADN (Figure 20).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 20 : Vecteurs Lipidiques (Kreiss and Scherman, 1999)
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C’est en 1980 qu’il a été montré pour la premiere fois que des liposomes composés de
phosphatidylsérine pouvaient encapsuler et transporter ’ADN du virus simien 40 (SV40) a
des cellules rénales de singe (Fraley et al., 1980). Quelques années plus tard, une autre
étude a permis d’améliorer I'efficacité de transfection en utilisant un lipide cationique
synthétique, DOTMA. Ce dernier était capable d’encapsuler et de transférer de I’ADN a
différentes lignées cellulaires (Felgner et al., 1987).

Les lipides cationiques présentent eux aussi des limites qui sont une faible efficacité de
transfection due a une mauvaise stabilité ainsi que le développement d’une réponse
inflammatoire. De nombreuses études tentent d’améliorer I'efficacité de transfection tout
en réduisant la toxicité des lipides cationiques (He et al., 2013). Des essais cliniques menés
sur 'utilisation des lipoplexes (liposomes + ADN) dans le traitement des cancers sont en
cours. Une étude de phase | de thérapie génique contre différents types de cancers utilisant
des lipides cationiques transportant les genes humains HLA-A2, HLA-B13 et le gene murin H-
2K a eu lieu. Cette étude a permis de montrer qu’une forte réponse immunitaire s’est
développée localement apres I'injection in situ des lipoplexes, sans présenter d’autres effets
secondaires. De plus, 2 patients sur les 8 présents ont montré une régression compléte des

nodules cutanés (Hui et al., 1997).

2.2 Les polymeres cationiques

Les polymeéres cationiques constituent une autre classe des vecteurs non viraux. lls
sont attractifs par leur grande diversité chimique et leur potentiel de fonctionnalisation. Les
principaux polymeéres utilisés en thérapie génique sont la poly(L-lysine) (PLL) et le
polyéthylénimine (PEl). Tout comme les liposomes, les polyméres vont s’associer a I’ADN par
des interactions électrostatiques qui vont déclencher un processus de coopérativité formant
des particules appelées polyplexes.

La poly(L-lysine) (PLL) est un polypeptide synthétique de lysine (Figure 21). Sa
capacité a condenser I’ADN est connue depuis les années 1960 (Laemmli, 1975; Olins et al.,
1967). Néanmoins, la PLL présente un faible niveau de transfection (Mintzer and Simanek,
2009). Dans le but d’améliorer I'efficacité de transfert de la PLL, des modifications
structurelles ont été réalisées. En effet, 'ajout de PEG, polyéthylene glycol, a la PLL va

permettre de diminuer les interactions non spécifiques avec les protéines présentes dans le
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sérum et ainsi va prolonger la durée de circulation dans le sang (Kano et al., 2011).

Le polyéthylénimine (PEI) fait partie des vecteurs non viraux les plus étudiés et les
plus utilisés en thérapie génique. Le PEl possede une structure chimique particuliere : un
atome sur trois est un atome d’azote qui participe a un groupement amine protonable
(Figure 21). Cette structure lui confere une forte densité de charge qui facilite la
condensation de I’ADN et I’échappement endosomal. L’efficacité du transfert de gene par le
PEl a été mise en évidence in vitro et in vivo pour la premiere fois en 1995 (Boussif et al.,
1995). Les PEI présentent deux topologies distinctes : linéaire et ramifiée, et peuvent étre de
différents poids moléculaires allant de 423 Da a 800 KDa. La toxicité ainsi que I'efficacité du
PEl est totalement dépendante du poids moléculaire et de la structure de ce dernier
(Godbey et al., 1999; Wightman et al., 2001). Ainsi, un PEIl avec un faible poids moléculaire
va étre peu efficace et moins toxique qu’un PEl avec un haut poids moléculaire qui lui sera
trés efficace en transfection de génes mais qui aura une forte toxicité (Lv et al., 2006).
Actuellement, le PEI est utilisé dans plusieurs essais cliniques. En effet, un essai clinique de
phase | a été mené sur des patients atteints d’un cancer du pancréas qui ont été traités par
CYL-02 : ADN plasmidique codant pour la DCK :: UMK et complexé avec un PEl linéaire. Cette
étude a démontré l'innocuité du vecteur. Sur les 22 patients traités 9 ont présenté une
stabilité de la croissance tumorale jusqu’a 6 mois apres le traitement et 2 ont montré une

amélioration de la survie (Buscail et al., 2015a).
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Figure 21 : Structure moléculaires de la Poly(L-lysine) (PLL) et de la Poly(éthyleneime) (PEI)

2.3 Les bactéries

Un grand nombre de souches bactériennes présentent un tropisme pour les tumeurs
(Lin et al., 2015). Parmi ces souches bactériennes, on retrouve le Clostridum et le
Bifidobacterium qui sont anaérobies, ainsi que la Salmonella et la Listeria qui sont
anaérobies facultatives. Au départ, I'idée principale était que le microenvironnement
hypoxique présent dans les zones nécrotiques des tumeurs était a I'origine de leur tropisme
tumoral. Actuellement, des études ont démontré que d’autres caractéristiques du
microenvironnement tumoral seraient aussi impliquées dans la colonisation des tumeurs par

des bactéries (Kasinskas and Forbes, 2007) (Figure 22).
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Figure 22 : Ciblage tumoral par des vecteurs bactériens (Lin et al., 2015).

(I)Le microenvironnement hypoxique dans les zones nécrotiques des tumeurs solides, favorise la colonisation et
la prolifération des bactéries anaérobies facultatives et/ou obligatoires. (II) Augmentation du piégeage dans la
vascularisation désorganisée et non étanche, causée par la néo-angiogenése; (lll) les composés chimio-
attracteurs présents dans les zones nécrotiques (par exemple, I'aspartate, la sérine, le citrate, le ribose ou le
galactose) permettent aux bactéries de se diriger vers les tumeurs; (IV), La clairance des bactéries est
compromise en raison de la présence de cellules myéloides suppressives et de |I'accumulation des ligands de
récepteurs immunosuppressifs dans le microenvironnement tumoral. Ces deux phénoménes vont inactiver les

cellules immunitaires impliquées dans I’élimination des bactéries.

Plusieurs études pré-cliniques et cliniques ont démontré que le transfert de genes a
I’aide de bactéries dans la thérapie du gene suicide est possible. Une des premieres études a
été menée sur la combinaison HSV-TK et le gancoclovir. L'injection de S. Typhimurium
exprimant le gene d’HSV-TK dans un modele de mélanome chez la souris suivie d’un
traitement au Ganciclovir a permis un ralentissement de la croissance tumorale ainsi qu’un
prolongement de la survie des souris (Pawelek et al.,, 1997). D’autres combinaisons
enzyme/pro-drogue sont testées telles que la cytosine désaminase bactérienne / 5-FC (Fox
et al.,, 1996; Mei et al., 2002; Mengesha et al., 2010; Nakamura et al.,, 2002), ou la
nitroréductase / CB1954 (Lemmon et al., 1997; Prosser et al., 2010, 2013; Theys et al., 2006).
Mei et al., ont démontré qu’aprés une injection intraveineuse de Salmonella typhimurium

exprimant la cytosine désaminase chez des rats ayant des tumeurs, celles-ci sont détectées
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principalement au niveau des tumeurs. Theys et al., ont mis en évidence I'efficacité anti-
tumorale d’injections intraveineuses répétées de Clostridium exprimant la NTR chez des
souris nudes.

Un essai de phase | utilisant les S. Typhimurium exprimant la cytosine désaminase
bactérienne sur des patients atteints de tumeurs solides réfractaires a tout traitement a
démontré I'innocuité du vecteur ainsi que I'existence d’un effet anti-tumoral visible chez 2

patients sur 3 (Nemunaitis et al., 2003a).

3. Les cellules souches mésenchymateuses (MSC): les

nouveaux vecteurs appliqués en thérapie géne suicide

Un des facteurs clés de la thérapie par géne suicide est le transfert de géne au sein de
la tumeur. En plus d’étre important pour I'efficacité de la stratégie, il est tout aussi limitant
pour celle-ci. De nombreuses études se sont focalisées sur I'amélioration des vecteurs viraux
ou non. Néanmoins, il n’existe toujours pas de vecteur «idéal» capable de cibler
spécifiguement les cellules tumorales avec une efficacité de transduction élevée.

Dans le but de résoudre ce probleme, un nouveau type de vecteur est en plein émergence :
les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Ces cellules possédent un tropisme tumoral,

ce qui en fait un outil potentiel pour la thérapie génique.
3.1 Les cellules souches
Une cellule souche est une cellule indifférenciée se caractérisant par la capacité a
engendrer des cellules spécialisées par différenciation cellulaire et une capacité a se

maintenir par prolifération dans [I‘organisme ou, indéfiniment, en culture (auto

renouvellement). Elles sont présentes chez tous les étres vivants multicellulaires.
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Figure 23 : Classification des cellules souches

Ces cellules souches peuvent étre classées selon leur potentiel de différenciation. Il existe
guatre catégories de cellules souches (Figure 23) :

- Les cellules souches totipotentes ont la capacité de pouvoir donner les 3 feuillets
embryonnaires (ectoderme, endoderme et mésoderme) et les annexes embryonnaires
(placenta, cordon ombilical). Ces cellules sont les seules a permettre le développement d'un
individu complet, de I'ovule fécondé en passant par les cellules issues des premieres
divisions de cet ceuf jusqu’au stade morula.

- Les cellules souches pluripotentes sont issues de la différenciation des cellules
souches totipotentes. Elles sont capables de former les 3 feuillets embryonnaires, tout
comme les totipotentes, mais elles ne peuvent conduire a la formation d’'un organisme
entier. Parmi ces cellules souches, il y a les cellules souches embryonnaires (ES) au stade
blastocyste et les cellules souches pluripotentes induites (IPS) qui proviennent de la
dédifférenciation in vitro de cellules matures (ex : fibroblastes).

- Les cellules souches multipotentes proviennent, a leur tour, de la différenciation

des cellules souches pluripotentes. Elles ont la capacité de pouvoir se différencier en
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différents types cellulaires spécifiques d’un tissu. Parmi ces cellules souches multipotentes,
on retrouve les cellules souches hématopoiétiques (HSC), les cellules souches neuronales
(NSC) et les cellules souches mésenchymateuses (MSC).

- Les cellules souches unipotentes sont plus encore engagées dans un processus de
différenciation qui ne leur permet de produire qu'un type cellulaire. Elles sont considérées

comme cellule souche car elles conservent la propriété d’auto-renouvellement.

3.1.1 Les cellules souches embryonnaires (ES)

Les cellules souches embryonnaires sont des cellules souches pluripotentes. Elle sont
capables de se diviser indéfiniment et de se différencier pour former les cellules constituant
les trois feuillets embryonnaires a la fois in vitro et in vivo (Takahashi et al., 2007a; Thomson
et al., 1998). Durant le développement embryonnaire, les cellules souches sont présentes de
maniére transitoire car elles sont rapidement différenciées en différents types de cellules
somatiques. Ces cellules sont isolées ex vivo a partir de I'amas cellulaire interne de
I’embryon au stade blastocyste. Les cellules souches proviennent d’embryons surnuméraires
issus de la procréation médicalement assistée, fécondation in vitro, pour lesquels aucun
projet parental n’a été maintenu par le couple. Les cellules souches embryonnaires peuvent
aussi étre obtenues a partir d’un clonage thérapeutique. Ce dernier consiste a prélever un
noyau d’une cellule d’un patient, puis de I'introduire dans le cytoplasme d’un ovocyte dont
le noyau a été préalablement enlevé. Ainsi, le cytoplasme de |'ovocyte apportera les
informations nécessaires pour déclencher le processus de la blastogenese et le matériel
génétique sera apporté par le noyau introduit.

Les cellules souches embryonnaires ont la capacité de renouveler et de maintenir
leur potentiel de développement méme apres une longue phase de prolifération sans
différenciation (Amit et al., 2000). Ces cellules peuvent donner lieu aux lignées extra-
embryonnaires tels que le trophoectoderme et les cellules ectodermiques primitives (Pera
et al., 2004; Thomson et al., 1998). Ces cellules expriment des facteurs de transcriptions qui
jouent un réle clé dans la maintenance de leur caractere pluripotent. Parmi ces facteurs, on
retrouve OCT4 « OCtamer-binding Transcription factor 4 » un facteur appartenant a la
famille des protéines POU (acronyme de Pit-1 Oct-1 Unc-86), NANOG une protéine de liaison

a I’ADN et SOX2 un facteur de transcription appartenant a la famille des protéines SOX
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(Avilion et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Okamoto et al., 1990).

La manipulation et I'expansion in vitro des cellules souches embryonnaires offre une
opportunité unique d’étudier les étapes précoces du développement chez I'Homme
(Jongkamonwiwat and Noisa, 2013; Pera and Trounson, 2004). Il a été démontré que la
différenciation des cellules souches en culture utilise les mémes facteurs impliqués dans la
régulation du développement embryonnaire lors de la génération des souches germinales
(Noisa et al., 2014). De plus, du fait de la difficulté a accéder aux embryons précoces
humains, les cellules souches embryonnaires semblent étre un bon modeéle pour
comprendre la signalisation complexe qui a lieu chez 'embryon humain.

La premiere étude a avoir démontré le potentiel de différenciation des cellules
souches embryonnaires date de 1998. Lors de cette étude, ces cellules souches mises en
culture ont réussi a se différencier en plusieurs types cellulaires : la peau, les neurones, les
cellules cardiaques, musculaires et bien d’autres encore (Thomson et al.,, 1998). Dans une
autre étude, des chercheurs ont réussi a développer des précurseurs neuraux a partir de
cellules souches embryonnaires. Ces précurseurs neuraux ont pu se développer in vitro en
neurones matures, en astrocytes et en oligodendrocytes (Reubinoff et al., 2001).

Les cellules souches embryonnaires fournissent une alternative a différentes
applications dans la recherche fondamentale mais aussi dans la pharmacologie. En effet, les
cellules souches peuvent étre utilisées pour le « screening » de médicaments candidats et de
molécules carcinogenes ou toxiques, qui ne peuvent étre analysés directement chez
I'embryon humain (Prajumwongs et al., 2016). Ces cellules sont trés intéressantes pour
identifier les médicaments qui pourraient interférer au cours de la grossesse sur I'embryon
en développement. Néanmoins, l'utilisation des cellules souches embryonnaires humaines
pose de nombreux problemes éthiques impliquant le développement, l'usage et la
destruction d’embryons humains.

Pour surmonter ces problémes éthiques, des alternatives existent comme I’utilisation
de cellules souches adultes ou bien dans le but de conserver la pluripotence I'utilisation des

cellules IPS, « induced pluripotente stem cells ».

3.1.2 Les cellules souches adultes

Les cellules souches adultes sont indifférenciées et sont présentes dans un organe ou
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un tissu parmi les cellules différenciées. Ces cellules sont capables de se renouveler et
peuvent se différencier pour donner une partie ou la totalité des cellules spécialisées d’un
tissu ou d’un organe. Ainsi, la fonction primaire des cellules souches adultes est de maintenir
et de réparer le tissu duquel elles sont originaires. Les cellules souches adultes sont
présentes dans un grand nombre de tissus et organes dont le cerveau, la moelle osseuse, le
sang périphérique, les muscles squelettiques, la peau, le cceur, les dents, l'intestin, le foie et
bien d’autres (Barker et al., 2008; Blanpain et al., 2007; Nakada et al., 2011; Pinnamaneni
and Funderburgh, 2012). Elles sont localisées dans une région spécifique du tissu appelée la
niche des cellules souches. Dans la plupart des cas, les cellules souches adultes sont
considérées comme des péricytes qui sont des cellules qui composent la couche la plus
externe des petits vaisseaux sanguins (Bexell et al., 2009; Bianco, 2014). Les cellules souches
peuvent rester quiescentes pendant de longues périodes jusqu'a ce qu'elles soient activées
pour maintenir les tissus ou pour réparer une lésion (He et al., 2009).

La découverte des cellules souches adultes date des années 60 (Mcculloch and Till,

1964). Des chercheurs ont démontré que la moelle osseuse contenait au moins deux types
de cellules souches (Friedenstein et al., 1968a). La premiere population est appellée cellules
souches hématopoiétiques. Elles sont les précurseurs de tous les types de cellules sanguines
dans le corps : les globules rouges, les lymphocytes B et T, les cellules NK (neutral killer), les
neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles, les monocytes et les macrophages....
La seconde population est appelée cellules souches stromales de la moelle osseuse (en
anglais «bone marrow stromal cells») ou bien nommées cellules souches
mésenchymateuses (MSC). Elles constituent une faible proportion de la population stromale
dans la moelle osseuse. Ces cellules sont aussi retouvées au niveau du tissu adipeux (Bourin
et al.,, 2013). Les MSC sont aptes a générer les cellules du cartilage (chondrocytes), les
cellules osseuses (ostoblastes et ostéocytes) et les cellules graisseuses (adipocytes).

Un grand nombre d’études ont mis en évidence que certaines cellules souches
adultes pouvaient se différencier en un type cellulaire différent de leur tissu d’origine. Ce
phénoméne est connu sous le nom de transdifférenciation (Abderrahim-Ferkoune et al.,
2004).

Une autre caractéristique des cellules souches adultes est la reprogrammation d’une
cellule souche en d’autres types cellulaires qui ont été détruites ou endommagées par une

maladie (Trounson et al., 2011).
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Elles présentent des inconvénients en comparaison aux cellules souches
embryonnaires. En effet, leur faible nombre dans les tissus matures rend leur isolation et
leur culture plus compliquées. Néanmoins, les cellules souches adultes ne posent pas de

problemes d’éthique contrairement aux cellules embryonnaires.

3.1.3 Les “Induced-pluripotent stem (iPS) cells”

Les « induced-pluripotent stem (iPS) cells » sont des cellules adultes qui ont été
reprogrammeées génétiquement en cellules souches en réactivant I'expression des génes
impliqués dans la pluripotence des cellules souches embryonnaires. Les premieres cellules
iPS ont été générées a partir de fibroblastes embryonnaires de souris transduites a I'aide
d’un rétrovirus recombinant et exprimant les quatre facteurs de transcription suivant:
Oct3/4, Sox2, c-Myc, and KIf4 (Takahashi and Yamanaka, 2006). La méme équipe a réussi a
développer des cellules iPS humaines a partir de fibroblastes dermiques humains (Takahashi

et al., 2007b) http://www.medecinesciences.org/fr/component/content/article?id=382.

Ces iPS présentent les caractéristiques spécifiques des cellules souches pluripotentes telles
gue : la disparition de Thyl, un marqueur de surface présent chez les cellules différenciées ;
I’apparition de SSEA-1, qui est exprimée a la surface des cellules souches embryonnaires et
la réactivation de génes endogénes dont Oct4, Sox2 et la télomérase (Stadtfeld et al., 2008).
Une des modifications cruciales de la reprogrammation est la réactivation du chromosome X
silencieux. Cette étape a lieu dans les derniers stades de la reprogrammation et constitue
une caractéristique de I'état fondamental des cellules souches pluripotentes (Maherali et al.,
2007; Payer et al., 2011; Stadtfeld et al., 2008). Elles sont capables de donner les différents
feuillets embryonnaires.

Par ailleurs, plusieurs méthodes ont été développées pour reprogrammer les cellules
somatiques en cellules iPS, chacune d’entre elles présentant des avantages et des
inconvénients (Robinton and Daley, 2012). Les virus sont couramment utilisés pour
introduire les facteurs de reprogrammation dans les cellules somatiques. Ce procédé doit
étre soigneusement contrélé et testé avant tout essai chez 'Homme.

Les cellules iPS représentent une alternative aux cellules souches embryonnaires (ES). En
effet, les cellules iPS et ES sont identiques et présentent les mémes caractéristiques

fonctionnelles (Tableau 7). Toutefois, des disparités sont observées au niveau de leur
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potentiel de différenciation. Certaines cellules iPS murines montrent une plus faible
efficacité de formation de tératomes que les cellules ES murines. La méme chose est
observée chez les cellules iPS humaines qui ont moins tendance a se différencier en cellules
hématopoiétiques, neuro-épithéliales et neuronales que les cellules ES humaines (Feng et
al., 2010; Hu et al., 2010; Miura et al., 2009). Ces différences observées peuvent s’expliquer
par le fait que les cellules iPS possederaient une plus faible capacité de différenciation que
les cellules ES (Feng et al., 2010). Une autre explication est que I'origine cellulaire des
cellules reprogrammées iPS pourrait influencer la capacité de différenciation des iPS (Kim et
al., 2010).

En conclusion, les cellules iPS possedent les mémes caractéristiques que les cellules
souches embryonnaires sans présenter les problemes éthiques rencontrés avec ces

derniéres.

Cellules souches Cellules souches Cellules souches
embryonnaires (ES)  pluripotentes induites adultes

Multipotent o o

Caractéristiques

Prolifération in vitro Trés importante Trés importante Limitée
Potence Pluripotentes Pluripotentes Multipotentes
Tumorogénicité Possible Possible Non
Problemes Ethique Oui Non Non

Tableau 7 : Comparaison des caractéristiques des cellules souches

3.2 Les cellules souches mésenchymateuses (MSC)

La découverte des cellules souches mésenchymateuses remonte a plus de 130 ans

par le pathologiste Cohneim qui a mis en évidence I'existence de cellules souches non

hématopoiétiques (Prockop, 1997). Cohneim suggérait que ces cellules pouvaient contribuer

88



a la cicatrisation des plaies, car elles pouvaient étre une source de fibroblastes. Les cellules
souches mésenchymateuses furent ensuite caractérisées par Friedenstein dans les années
1960. Friedenstein identifia les cellules souches humaines et les décrivit comme des cellules
adhérentes, clonogéniques, de type fibroblastiques (Friedenstein, 1980; Friedenstein et al.,
1966, 1968b, 1970, 1974a, 1974b, 1976). Ces cellules possédent la capacité de donner
naissance a des colonies fibroblastiques ce qui leur conférent le nom de F-CFU (Fibroblast-
Colony Forming Units) (Friedenstein et al., 1970). En outre, elles ont le potentiel de se
différencier en chondrocytes, adipocytes, myoblastes et ostéoblastes (Figure 24) (Bianco et
al., 2008; Caplan, 2007; Kolf et al., 2007; Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997). Elles
acquierent leur nom de cellules souches mésenchymateuses seulement au début des années
1990 par Arnold Caplan (Caplan, 1991). Le terme, mésenchyme, est dérivé du grec méso
signifiant "intermédiaire" et -enchyme signifiant «infusion» et fait référence a la capacité
des cellules mésenchymateuses a se propager et migrer dans le développement
embryonnaire précoce au niveau de la couche mésodermique (Caplan, 1991). Ces cellules

sont aussi connues sous le nom de cellules stromales mésenchymayeuses.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 24 : Le potentiel de différenciation des cellules souches mésenchymateuses (Meregalli et al., 2011).
Les MSC peuvent se différencier en une grande variété de tissus humains dont les lignées ostéogéniques,
chondrogéniques, adipocytaires et neuronales. RéEcemment, des MSC humaines ont été découvertes dans le
muscle squelettique adulte.
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Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) ne sont pas confinées dans la moelle
osseuse mais elles sont également présentes dans différents organes tels que le placenta, la
pulpe dentaire, les tendons, le muscle squelettique, le tissu adipeux, le sang ombilical, et le
liguide amniotique (Bi et al., 2007; Crisan et al., 2008; De Bari et al., 2001; Igura et al., 2004;
Rogers and Casper, 2004; Shi and Gronthos, 2003; Tsai et al., 2004; Xu et al., 2005).

Elles peuvent étre isolées assez facilement grace a leur propriété d’adhésion au
plastique. En effet, I'isolation des MSC a partir de la moelle osseuse ou d’autres tissus suivra
les étapes suivantes : mise en culture de ’homogénat cellulaire directement, ou apres une
centrifugation pour une isolation a partir du tissu adipeux. Une fois la mise en culture faite,
les cellules proliferent sur les boites de culture entre un et sept jours. Les cellules non
adhérentes seront éliminées lors du changement de milieu. Dans le cas ou des macrophages
ou des cellules endothéliales seraient présentes, différents passages cellulaires sont utilisés
pour les éliminer (Phinney et al., 1999). Ces techniques sont simples a réaliser et permettent
d’obtenir une population homogéne de cellules souches mésenchymateuses (Bourin et al.,
2008).

Les cellules souches mésenchymateuses présentent de nombreux antigenes qui ne
sont pas spécifiques et qui sont retrouvés a la surface de cellules différenciées. Une étude a
montré que plusieurs marqueurs tels que STRO-1, HOP-26, CD49a et SB-10/CD166
permettent de différencier les MSC d’autres types cellulaires (Stewart et al., 2003). Par
ailleurs, elles semblent échapper au systeme immunitaire. En effet, les MSC adultes
expriment a de faibles niveaux les marqueurs du complexe d’histocompatibilité de classe |
(CMH-I1) (Figure 25). Chez les MSC foetales, leurs niveaux d’expression sont plus faibles que
chez les MSC adultes (Deans and Moseley, 2000; Gotherstrom et al., 2004; Le Blanc et al.,
2003; Pittenger et al.,, 1999; Tse et al., 2003). Par ailleurs, les marqueurs du complexe
d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II) ne sont pas exprimés pas a leur surface (Le Blanc
and Ringdén, 2005) constituant une caractéristique essentielle dans le but de les
transplanter dans un héte allogénique sans avoir besoin d’'immunodéprimer le patient hote.

De nombreuses études ont utilisé les cellules souches mésenchymateuses en
thérapie génique et comme traitement dans la maladie du greffon versus I’héte : GVHD
(Graft-Versus-Host Disease). Elles possedent des propriétés immunomodulatrices et sont

capables d’inhiber la prolifération in vitro des lymphocytes T de maniere dose dépendante
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(Figure 25) (Di Nicola et al., 2002; Maitra et al., 2004). Ces cellules présentent une fonction
paracrine (Peltzer et al., 2015) qui libérerait des facteurs solubles tels que TGFR1 et des
interleukines dans le microenvironnement cellulaire (Di Nicola et al., 2002; Maitra et al.,

2004; Prockop, 2007).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 25: Propriétés immunomodulatrices des cellules souches mésenchymateuses (Trivedi and Vanikar,
2013).

Les MSC possedent a leur surface les marqueurs CD54, CD73, CD90, CD102, CD105 et le CMH de classe I. Elles
inhibent la prolifération des lymphocytes T par la sécrétion d’INF-y, interleukine (IL) 6, IL-8, de prostaglandine E2
et de facteurs de croissance SDF-1, VEGF et HGF. Ces cellules sécrétent également HLA-G qui va provoquer
I'inactivation des cellules NK et des lymphocytes T et permettent aussi de favoriser la polarisation des Th en Th2
et en Tregs. Par ailleurs, les MSC vont inhiber la sécrétion de TNF et permettre celle d’IL-10 qui va bloquer la
maturation des cellules dendritiques.

Les cellules souches mésenchymateuses posseédent une autre caractéristique
majeure. En effet, elles sont capables de s’incorporer dans les sites de |ésions et des sites
tumoraux (Kidd et al., 2009). Les mécanismes moléculaires a |'origine de cette intégration
spécifique des MSC dans les tumeurs sont encore peu connus. Une hypothése suggere que
les MISC seraient attirées par le microenvironnement tumoral, qui est constitué d’un grand
nombre de molécules pro-inflammatoires (cytokines et chimiokines) (Liu et al., 2009). En
effet, des études in vitro ont démontré que la migration des MSC est régulée par différentes

chimiokines, cytokines et leurs récepteurs dont SDF-1/CXCR4, SCF/cKit, HGF/c-Met,
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VEGF/VEGFR, MCP-1/CCR et HMGB-1/RAGE (Aboody et al., 2008; Cihova et al., 2011; Karp
and Leng Teo, 2009). La migration des MSC est aussi régulée par des molécules d’adhésion
type intégrines et L-selectine, par les protéines de la matrice extracellulaire (MMP2, MT1-
MMP) et par des cytokines (TNF, IFN...) (Augello et al., 2010; Birnbaum et al., 2007; Hemeda
et al., 2010; Ringe et al., 2007).

Cette propriété de migration vers un tissu |ésé existe a I’état physiologique et peut étre mise
a profit en thérapeutique pour avoir acces a des lésions ainsi qu’a des tumeurs difficiles

d’acces (Figure 26).
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Figure 26 : Utilisation des cellules souches mésenchymateuses MSC comme vecteur de géne suicide.

(A) : Le géne suicide est introduit dans les MSC par transduction. (B) : les cellules transduites sont amplifiées en
culture avant d’étre injectées au modeéle animal choisi. (C) : Une fois injectées, les MSC, grdce a leur tropisme
vers I’environnement tumoral, se nichent a proximité des cellules tumorales. (D) et (E): Aprés administration de
la pro-drogue (cyclophosphamide), les MSC métabolisent la pro-drogue et subissent une mort cellulaire. (F) : les
MSC mourantes relarguent le métabolite cytotoxique diffusant par effet “by-stander” vers les cellules tumorales
entrainant leur mort. Ces derniéres sont détruites et une mémoire immunitaire anti-tumorale peut étre mise en
place.
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VI. Thérapie gene suicide utilisant les cellules souches

mésenchymateuses (MSC) :

Parmi la multitude d’approches décrites précédemment et utilisées en pré-clinique
pour la délivrance du gene suicide, I'utilisation des cellules souches mésenchymateuses
(MSC) comme vecteurs thérapeutiques a récemment émergé. En effet, depuis plus d’une
dizaine d’années, les MSC sont utilisées pour le transfert de genes dans différents modeles
de cancers. Elles ont démontré, par de nombreuses études, leurs capacités a étre
transduites. Par conséquent, grace a leurs propriétés de tropisme tumoral et a leur faible
immunogénocité décrites dans le chapitre précédent, les cellules souches
mésenchymateuses semblent étre des vecteurs cellulaires tres intéressants dans le cadre
d’une thérapie par gene suicide.

Un grand nombre d’études ont testé |'utilisation des MSC comme vecteur avec
différentes combinaisons enzymes / pro-drogue que j'ai précédemment décrites dans mon
introduction tels que HSV-TK / Ganciclovir, la CD/ 5-FC, CYP2B6 / Cyclophosphamide (nos
propres travaux). Par ailleurs, d’autres études ont été menées avec les MSC couplées avec
d’autres agents thérapeutiques tels que l'interféron y, I'lL-12 et I'IL-2.

Dans le but d’avoir une idée globale de ce qui a déja été réalisé concernant
I'utilisation des cellules souches mésenchymateuses en thérapie géne suicide, jai rédigé
durant ma thése une revue scientifique (ci-apres) regroupant les principales études pré-
cliniques utilisant les MSC et la stratégie de genes suicides dans le traitement des tumeurs
cancéreuses. Les effets secondaires potentiels de cette thérapie anti-tumorale basée sur
I"utilisation de ces cellules souches ont également été examinés pour mettre en évidence les
aspects qui doivent étre améliorés avant l'utilisation clinique. Cette revue est intitulée
Mesenchymal stem cells as cellular vehicles for prodrug gene therapy against tumors et a été

publiée dans le journal Biochimie en 2014.
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VII. Les Essais cliniques

1. La GDEPT enclinique

Le premier protocole de thérapie gene suicide s’adressait a des patients présentant
des tumeurs cérébrales de types tres variés qui regroupaient aussi bien les tumeurs gliales
que les métastases. Les patients recevaient des injections stéréotaxiques de cellules
d’encapsidation véhiculant HSV-TK, le tout sans intervention chirurgicale (Ram et al., 1997).
Les résultats de cette étude ont été pergus comme plutdt négatifs, dans la mesure ou
I'efficacité du transfert de gene semblait trées modeste et I'efficacité clinique difficile a
évaluer (Martuza, 1997). Néanmoins, certains éléments d’efficacité ont été décrits comme la
disparition de résidus tumoraux, observée par I'imagerie de résonance magnétique (IRM),
suite au traitement par le ganciclovir. Par la suite, de nombreuses études ont eu lieu
(Tableau 8), toutes utilisant le systeme HSV-TK/GCV cette fois-ci en utilisant comme vecteur
les rétrovirus puis les adénovirus avec toujours comme cible principale le glioblastome (Eck

et al.,, 1996; Klatzmann, 1996; Klatzmann et al., 1996; Sterman et al., 1998).
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| Cibles Vecteurs Phase Résultats Références
1 Surete du (Packer et al. 2000b)
traitement
Efficace chez 20%
des patients, (Prados et al. 2003b)
fortes toxicités
Sareté du
traitement et (Klatzmann, Valéry, et al.
11 efficacité 1998b)
Rétrovirus démontrée
Sareté du
traitement et
efficacité
démontrée
Pas de différence
significative,
bonne tolérance
du traitement

(Shand et al. 1999b)

1] (Rainov 2000b)

Cerveau

Sareté du
traitement et
efficacité
démontrée

(Germano et al. 2003b)

Sareté du
Adénovirus | traltéme.ntl et (Trask et al. 2000b)
efficacité
démontrée
Pas
1] d’amélioration de (Westphal et al. 2013b)

la survie

Herpes simplex
Virus Thymidine
kinase /

Faible niveau
. . Vector producing d’expression du
Ganciclovir cells (VPCs) gene dans les
tumeurs
Tolérance du
traitement, Bon
Adénovirus | niveau (Sterman et al. 1998b)
Plévre d’expression aux
fortes doses
Tolérance du (Schwarzenberger et al.
traitement 2011b)
Tolérance du
traitement

(Ram et al. 1997b)

Cellules |

(Sangro et al. 2010b)

Adénovirus 1 -
Tolérance du

traitement
Foie Tolérance du
traitement, faible
Rétrovirus /1 réponse avec de
faible niveau
d’expression
Tolérance du
| X (Herman et al. 1999b)
traitement
Prostate Adénovirus Tolérance du
I/1 traitement avec (Ayala et al. 2006b)
de faibles toxicités
Tolérance du
traitement

(Sung et al. 2001b)

(Klatzmann, Chérin, et al.
1998b)

ORL Adénovirus | (Xu et al. 2009b)

Cancers solides Rétrovirus | Tolgrance du (Singh et al. 2001b)
traitement

Tableau 8 : Résumé des principaux essais cliniques utilisant le systéme Herpes simplex virus thymidine kinase
(HSV-TK) / Ganciclovir

D’autres études cliniques ont été menées avec comme combinaison la cytosine
désaminase et le 5-FC (Tableau 9). Une étude de phase | a eu lieu dans le début des années
2000 démontrant l'innocuité de I'administration en intra-tumorale de bactéries Salmonella
typhimurium exprimant la cytosine désaminase sur des patients atteints de cancers
métastatiques. Pour montrer cela, des patients ont recu une injection de bactéries modifiées

suivi d’un traitement per os avec le 5-FC, 4 jours aprées I'injection des bactéries (Cunningham
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and Nemunaitis, 2001). Par la suite, la méme équipe a lancé un autre essai dans le but de
déterminer la dose maximale tolérable du vecteur associé au traitement 5-FC (Nemunaitis et
al., 2003b). A I’heure actuelle, aucun résultat n’est encore disponible.

Peu d’essais cliniques portent sur |'utilisation de la nitroréductase et du CB1954
comme systeme enzyme/pro-drogue (Tableau 9). Une étude de phase | a été menée sur 18
patients atteints de tumeurs hépatiques (métastatiques ou primaires) ayant recu une
injection d’adénovirus recombinant exprimant la nitroréductase, sans traitement avec la
pro-drogue, le CB1954. Le but de cette étude était de montrer l'innocuité du vecteur. Par
ailleurs, une expression importante de la nitroréductase a été retrouvée dans les tumeurs
(Palmer et al., 2004).

Une autre étude de phase I/Il sur des patients atteints d’un cancer de la prostate a permis de
mettre en évidence la bonne expression de I'enzyme au sein des tumeurs apres injection
intraprostatique de [I'adénovirus exprimant la nitroréductase. Une amélioration des
marqueurs biologiques a été observée chez les patients ayant regu I'adénovirus et le
traitement par le CB1954. Dans certains cas, une diminution de la taille des tumeurs a pu
étre observée. Enfin, une tolérance au traitement a été mise en évidence, malgré

I'apparition d’une réponse immunitaire dirigée contre les adénovirus (Patel et al., 2009).

Concernant le couple Désoxycytidine kinase (DCK) / Gemcitabine, une seule étude
clinique a été réalisée a I'heure actuelle (Tableau 9). Il s’agit d’un essai de phase | sur des
patients atteints de cancer du pancréas. Dans cette étude, la DCK est couplée a une autre
enzyme, I'uridine monophosphate kinase (UMK). Aprés la validation de I'efficacité de la
combinaison des deux genes par des essais pré-cliniques, le gene de fusion DCK :: UMK a été
administré sous forme plasmidique directement dans la tumeur, sous endoscopie et les
patients ont été traités par la gemcitabine juste aprés linjection pendant 2 mois. Les
résultats obtenus ont permis de montrer la faisabilité de la technique ainsi que des effets
bénéfiques du traitement sur la progression tumorale. La survie apres traitement a
augmenté de quelques mois pour les patients ayant recu cette thérapie génique par rapport
aux autres patients (Buscail et al., 2015b). Une étude de phase Il est actuellement en cours

de préparation afin de confirmer les résultats thérapeutiques obtenus.
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Phase Cibles Vecteur Résultats Références
. Non toxique et expression .
Cytosine N q . P (Cunningham
, . Cancers L. du gene suicide dans les .
désaminase / 5- métastatiques Bactéries tumeurs and Nemunaitis,
FC q 2001)
Métastases Tolérance du traitement et
hépatique du célon X . expression du géne suicide Palmer et al.,
patiq , Adénovirus P & (
. , et hépato dans les tumeurs 2004)
Nitroréductase / carcinome cellulaire
CB1954 , .
Tolérance du traitement,
1/11 Cancer de la Adénovirus peu de toxicité (Patel et al.,
prostate 2009)
Désoxycytosine Tolérance du traitement et .
. . . . R . (Buscail et al.,
kinase / Cancer du pancréas Plasmide expression du géne suicide 2015b)

Gemcitabine

dans les tumeurs

Tableau 9 : Les principaux essais cliniques utilisant soit la Cytosine désaminase/5-FC, soit la
Nitroréductase / CB1954 ou bien la Désoxycytosine kinase / Gemcitabine.

2. Lathérapie génique utilisant les MSC en clinique

L'utilisation des cellules souches mésenchymateuses (MSC) comme vecteur pour la
thérapie génique est en pleine émergence. De nombreuses études pré-cliniques ont été
développées mettant en exergue l'efficacité et I'intérét thérapeutique de cette stratégie
(voir chapitre V). Cependant, les essais cliniques sur le traitement des cancers par les MSC
sont encore peu nombreux.

Les cellules souches mésenchymateuses sont souvent utilisées en clinique pour
traiter la maladie du greffon contre I’"h6te (GVHD) chronique ou aiglie (Kuzmina et al., 2012),
certaines maladies auto-immunes tels que la sclérose en plaques (Karussis et al., 2010), la
maladie de Crohn (Garcia-Olmo et al., 2009), le lupus érythémateux (Sun et al., 2010) ainsi
gue dans les maladies cardiovasculaires (Chen et al., 2004). Des essais cliniques ont aussi été
menés en médecine régénérative (Horwitz et al., 2002; Wakitani et al., 2002). De plus, les
MSC ont été utilisées en co-transplantation avec les cellules souches hématopoiétiques
(Lazarus et al., 2005).

L’absence de mécanisme de sécurité apres I'administration des MSC a pendant
longtemps retardé I'application des cellules génétiquement modifiées en clinique (Kim and
Cho, 2013). Toutefois, quelques essais cliniques ont pu voir le jour récemment (Tableau 10).

En effet, une étude chez I’'Homme est actuellement mise en place chez des patients atteints
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de cancers gastro-intestinaux a un stade avancé. Ceux-ci vont recevoir des MSC
recombinantes exprimant le gene de la thymidine kinase (HSV-TK) et étre traités par la suite
par le Ganciclovir (Niess et al., 2015). Cette étude est pour I'instant en cours de recrutement.
Par ailleurs, une autre étude utilise des cellules souches mésenchymateuses transduites par
un virus oncolytique pour traiter des cancers ovariens (Mader et al., 2013). Tous les essais

cliniques listés dans le Tableau 10 sont en cours de recrutement cependant aucun résultat

n’est encore disponible.

Géne inséré dans Cancer Résultats Clinical Trial n°
les MSC
Interféron B (INF- . Pas encore
B) Ovaire disponible NTC02530047
. Pas encore
Rien Prostate I disponible NTC01983709
Virus Ovaire 1/11 Pas encore NTC02068794
oncolytiques disponible
(MV-VIS)
HSV-TK Gastro- 1/11 Pas encore NTC02008539
intestinale disponible
avancée

Tableau 10 : Les principaux essais cliniques utilisant la thérapie génique a base de MSC
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VIIL. Objectifs de la these

Comme nous I'avons décrit dans I'introduction, la thérapie par géne suicide présente
pour le moment peu de résultats concluants chez 'Homme, malgré des essais tres
prometteurs obtenus ces dernieres années lors des études pré-cliniques. En effet, pour
obtenir une thérapie gene suicide efficace, in vitro et in vivo ainsi qu’en clinique, quatre

points clés doivent étre réunis :

- Avoir un gene suicide trés actif qui métabolise efficacement une pro-
drogue conduisant a la formation de métabolite(s) toxique(s).

- Posséder un effet “by-stander” important. Il s’agit du point sur lequel se
base toute la stratégie gene suicide.

- Déclencher une réponse immunitaire cytotoxique dirigée contre les cellules
tumorales (= effet “by-stander” distant). Cette réponse est indispensable
pour avoir une efficacité a long terme évitant toute récidive et tout
développement de métastases.

- Avoir une méthode efficace de transfert du géne suicide dans les tumeurs.

Par conséquent, mon travail de these s’est focalisé principalement sur |I'optimisation
du transfert de géne au sein des cellules tumorales. Il s’inscrit dans la suite d’un projet
débuté il y a une quinzaine d’années, qui repose sur l'utilisation d’un triple mutant du
cytochrome P450 2B6 (CYP2B6TM-RED) combiné a une pro-drogue, déja connue et utilisée
en clinique : le cyclophosphamide (Nguyen et al., 2008; Touati et al., 2014a; Tychopoulos et
al., 2005). Les précédentes études réalisées ont permis de valider les trois premiers points

clés de la thérapie par gene suicide (Touati et al., 2014a).

Dans ce contexte, le but de mon travail de thése fut de valider les points suivants :

> Optimiser le transfert de notre gene suicide par I'utilisation des cellules

souches mésenchymateuses :
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Isolation d’un clone cellulaire avec de forts niveaux
d’expression du gene suicide présentant une forte sensibilité a
la pro-drogue

Mise en évidence de I'effet “by-stander” in vitro sur différentes
lignées tumorales murines et humaines

Validation in vivo sur des souris immunocompétentes par
injection intratumorale des cellules MSC exprimant le gene
suicide

Conservation de la réponse immunitaire observée dans les

études précédentes

- Ces résultats sont présentés dans I'Article 1 récemment publié

Validation de notre stratégie in vivo sur un modele de lapin
avec une tumeur hépatique par injection intra-artérielle des

MSC exprimant le gene suicide et traité au CPA

-> Ces résultats obtenus sont présentés dans I’Article 2 soumis

Démontrer qu’une mort immunogénique est bien déclenchée par notre

stratégie et qu’elle serait a 'origine de la réponse immunitaire observée

dans les études in vivo précédentes :

Identification des différents mécanismes qui définissent la
mort immunogénique in vitro
Etude de [l'implication du systeme immunitaire dans le

traitement in vivo

- Ces résultats obtenus sont présentés dans I'Article 3 en prépraration
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Engineered mesenchymal stem cells as vectors in a
suicide gene therapy against preclinical murine

models for solid tumors

Amara Ikramel, Pramil Elodiel, Senamaud-Beaufort Catherinel, Devillers, Audreyl, Macedo Rodney 2,
Lescaille Géraldine 2, Seguin Johanne3, Tartour Eric4, Lemoine, Frangoisz, Beaune Philippe1 and de Waziers

1
Isabelle".

Introduction :

Nous avons développé une approche gene suicide en utilisant comme combinaison
enzyme / pro-drogue le cytochrome P450 2B6 et le cyclophosphamide. L'activité de ce
cytochrome a été optimisée par trois mutations afin d’obtenir une plus grande efficacité
pour métaboliser le CPA (Nguyen et al. 2008; Touati et al. 2014a). Un gene de fusion
(CYP2B6TM-RED) a ensuite été construit, réunissant un triple mutant du CYP2B6
(CYP2B6TM) couplé a la réductase humaine (RED). Ce géne a une activité 13 fois plus élevée
qgue le CYP2B6wt. Son efficacité a été démontrée a la fois in vitro et in vivo (Touati et al.,
2014a).

Bien que nous ayons obtenu un gene optimisé avec un effet “by-stander” important
et une réponse immunitaire contre les cellules tumorales, un dernier point restait a
améliorer : la méthode de transfert de géne. Depuis quelques années, un nouveau vecteur a
vu le jour: les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Ces cellules présentent un
tropisme pour les tumeurs qui est induit par la présence de molécules pro-inflammatoires
dans le microenvironnement tumoral (Spaeth et al., 2008).

Dans cet article, des MSC murines ont été transduites avec un lentivirus recombinant
contenant le gene CYP2B6TM-RED. L’efficacité des MSC-CYP2B6TM-RED a métaboliser le
CPA et I'effet “by-stander” ont été étudiés in vitro sur des cellules tumorales et in vivo sur
des souris immunocompétentes C57BI/6. De plus, des expériences de re-challenge ont été
réalisées pour déterminer si notre stratégie MSC + gene suicide déclenchait une réponse

immunitaire contre les cellules tumorales in vivo.
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Principaux résultats :

L’amélioration de I'enzyme métabolisant la pro-drogue a souvent été réalisée dans la
thérapie gene suicide (Ardiani et al., 2010; Black et al., 2001; Deng et al., 2011; Fuchita et al.,
2009; Kaliberova et al., 2008; Preuss et al., 2011; Richard et al., 2007; Vernejoul et al., 2006).
En effet, dans la plupart des systemes enzyme-pro-drogue, des doses élevées de cette
derniere doivent étre administrées pour observer des effets sur les tumeurs. Ces fortes
doses sont souvent accompagnées d’effets secondaires néfastes qui limitent son application
chez 'Homme (Giraud et al., 2010; Karjoo et al., 2016).

Etant donné que nous avons augmenté |'efficacité de I'’enzyme pour le CPA, nous
avons étudié dans notre systeme CYP2B6TM-RED + CPA I'effet de doses plus faibles que celle
utilisée dans les études précédentes sur modéle animal, (Article 1, Figure 1). Au bout de 4
injections de CPA, nous avons observé un effet dose dépendant sur la croissance tumorale
chez le groupe de souris contréles (TC1-Luc2) dans lesquels la métabolisation du CPA se fait
dans le foie par I'isoforme orthologue du CYP2B6, le cyp2b10 chez la souris. La dose de CPA
de 90 mg/kg permet une efficacité similaire a la dose de 140 mg/kg sur les tumeurs
exprimant le gene suicide tout en limitant la production hépatique de métabolites toxiques a
I'origine des effets secondaires connus du CPA dont la toxicité vésicale de I'acroléine, ou
bien la métabolisation par le CYP3A4 qui conduit a la formation d’un métabolite
neurotoxique.

En outre, nous avons démontré que cette réponse était dépendante des
lymphocytes T CD8" cytotoxiques (Article 1, Figure 1 et Supplemental data Figure 1).

Nous avons également isolé un clone cellulaire MSC-CYP2B6TM-RED
particulierement efficace in vitro sur la lignée murine pulmonaire TC1, mais aussi sur
d’autres lignées humaines (ORL, seins, colons). Ainsi, nous avons démontré que I'utilisation
des MSC en tant que vecteur est beaucoup plus efficace que l'utilisation directe des
lentivirus, in vitro et in vivo.

Grace aux modeles de souris immunocompétentes, nous avons pu montrer que les
MSC, une fois injectées en intra-tumoral, restaient nichées dans les tumeurs. De plus, 4
injections de MSC suivi du traitement par le CPA ont permis d‘éradiquer complétement la

tumeur chez un tiers des souris traitées, sans aucune récidive, six mois apres leur guérison.
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Pour finir, nous avons observé une réponse immunitaire similaire a celle vue dans les

études précédentes (Touati et al., 2014a) grace a des expériences de re-challenge.

Conclusions:

Dans cet article, nous avons démontré que les cellules souches mésenchymateuses
sont de bons vecteurs pour notre gene suicide optimisé. Nous avons mis en évidence
gu’elles métabolisent efficacement le CPA, que les métabolites qu’elles produisent diffusent
et détruisent les cellules tumorales avoisinantes et que malgré les propriétés
immunosuppressives connues des MSC, les expériences de re-challenge ont montré une
éradication spontanée des tumeurs qui traduit le développement d’une réponse
immunitaire spécifique aux cellules tumorales.

De plus, nous avons mis en évidence que cette stratégie était efficace sur différents
types de tumeurs in vitro. Néanmoins, nous n’avons obtenu une réponse au traitement que
chez 33% des souris. Ceci peut s’expliquer par la grande hétérogénéité du nombre de
cellules réellement injectées par voie intra-tumorale. Nous devons ainsi améliorer la
stratégie dans le but d’avoir 100% des souris présentant une éradication complete de Ila
tumeur. Une des possibilités serait de changer de voie d’administration des cellules souches

transduites.
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Article 2

Proof of concept of a gene directed enzyme prodrug therapy with
an intra-arterial delivery of mesenchymal stem cells in a rabbit Vx2

tumor hepatic model.
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Proof of concept of a gene directed enzyme prodrug
therapy with an intra-arterial delivery of
mesenchymal stem cells in a rabbit Vx2 tumor hepatic

model.

. e .1 2 1 - .3 - 1 ope 2
Olivier Pellerin’; Ikrame Amara“; Marc Sapoval’; Tchao Méachi’; Carole Déan’; Philippe Beaune”; Isabelle de

. 2
Waziers

Introduction :

Les résultats intéressants obtenus dans I’Article 1 nous ont amenés a choisir une
autre voie d’administration des cellules souches mésenchymateuses (MSC) dans le but
d’améliorer I'efficacité de ta stratégie.

Nous avons donc décidé de les injecter par voie intra-artérielle. Cette technique
permet d’administrer des agents thérapeutiques, dont les MSC, au plus pres de la tumeur
tout en limitant un éventuel passage dans la circulation générale qui pourrait conduire a une
toxicité systémique. Cette voie d’administration est de plus en plus utilisée dans le
traitement de certaines tumeurs (hépatiques, gastro-intestinales...) par des radiologistes
interventionnels (Liapi and Geschwind, 2007).

Dans cet article, nous avons, par conséquent, changé de modele animal pour le lapin
White New Zealand afin de pouvoir réaliser ces injections intra-artérielles. Nous avons
également modifié la cible tumorale: nous avons travaillé cette fois-ci sur une lignée
tumorale hépatique de lapin Vx2, qui permet de mettre en place un modele classique
d’hépato-carcinome (Lee et al., 2009). L’hépato-carcinome pourrait constituer notre
premiére cible en clinique car, depuis 20 ans, aucun gain réel de survie n’a été observé chez
ces patients (moins de 20% de survie a 5 ans;

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/livibd.html Bruix, Reig, and Sherman 2016).

Préalablement, nous avons vérifié in vitro que ces cellules Vx2 n’étaient pas sensibles au
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cyclophosphamide (CPA) avant sa métabolisation en molécules toxiques. L’efficacité de
notre stratégie a, par ailleurs, été testée :

- In vitro : grace a des co-cultures de cellules Vx2 et de cellules souches
mésenchymateuses exprimant notre gene suicide puis traitées au CPA.

- In vivo : sur des tumeurs hépatiques ortho-topiques chez le lapin aprés
injection de cellules Vx2. Pour cela, nous leur avons administré par voie intra-artérielle des
MSC exprimant le transgene CYP2B6TM-RED suivi d’une injection de CPA en intraveineuse.

Cette étude constitue une premiére expérience sur ce modeéle animal pour faire la
preuve de concept de notre stratégie par gene suicide utilisant comme vecteurs les cellules

souches mésenchymateuses administrées par la voie intra-artérielle.

Principaux résultats :

Aprés une injection intra-artérielle, les MSC exprimant la luciférase (MSC-Luc2) sont
localisées uniquement dans la tumeur hépatique. Aucun échappement vers d’autres
organes n’a été détecté. Cette expérience préliminaire démontre la spécificité des MSC a se
nicher dans le microenvironnement tumoral.

Par la suite, une diminution significative de la croissance tumorale a été observée
chez les lapins traités par notre stratégie en comparaison aux lapins des groupes controles
(non traités ou traités au CPA seul). Ce résultat est confirmé par les analyses d‘histo-
pathologies sur les tumeurs récupérées a J25, jour du sacrifice des animaux. Ces analyses
ont montré que dans le cas des tumeurs traitées par les MSC-CYP2B6TM-RED suivis du
traitement par le CPA, des plages nécrotiques de prés de 80% de la taille de la tumeur ont
été retrouvées. En comparaison, les tumeurs traitées par le CPA seul et les tumeurs
controles présentent respectivement 40% et 5% de nécrose.

Un autre point essentiel ressort de cette expérience: la diminution voire méme
I’'absence de nodules pariétaux ainsi que de métastases pulmonaires chez 2 des 3 lapins
ayant recu deux injections de MSC-CYP2B6TM-RED + CPA alors que ce modele tumoral Vx2
est pourtant connu pour étre tres agressif et pour induire le développement tres rapide de

métastases pulmonaires (Tabuchi et al., 1991).
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Conclusion :

Nous avons démontré que l'injection intra-artérielle des MSC-CYP2B6TM-RED suivie
d’un traitement au CPA entrainait une diminution de la croissance tumorale aprés un cycle
de traitement avec une importante nécrose tumorale. Le renouvellement du traitement a,
guant a lui, eu pour résultat de diminuer le nombre de métastases (au niveau pariétal et
pulmonaire).

D’autres pistes s’offrent a nous pour atteindre une éradication compléete de la
tumeur ainsi que pour développer une réponse immunitaire contre I'apparition de nodules
et de métastases, comme ce qui a été observé dans le modele souris précédemment
présenté (Article 1) (Amara et al.,, 2016). Ces pistes seront développées dans la partie

perspective de la thése (cf. PERSPECTIVES).
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Importance relative de la réponse cytotoxique et
de la réponse immunitaire dans l'efficacité du
traitement par les cellules souches
mésenchymateuses exprimant le CYP2B6TM-RED
et par le CPA
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Introduction :

Lors des précédentes études in vivo réalisées sur des souris (Amara et al., 2016;
Touati et al., 2014a), nous avons observé le développement d’une réponse immunitaire
dirigée contre les cellules tumorales. Nous avons démontré que cette réponse est
dépendante des lymphocytes T CD8" (Amara et al., 2016).

Par conséquent, nous avons voulu vérifier I'hypothese selon laquelle la réponse

immunitaire contre les cellules tumorales est associée a une mort immunogénique des
cellules tumorales.
Précédemment, des études ont montré que le CPA faisait partie des agents inducteurs des
DAMPS (Damaged Associated Molecular Patterns) qui sont des signaux caractéristiques de
cette mort cellulaire (Garg et al., 2015). Dans des conditions physiologiques, ces signaux ne
sont pas accessibles aux cellules du systeme immunitaire, telles que les cellules dendritiques.
Par conséquent, le but de notre travail a été de vérifier si notre stratégie, combinant les
MSC-CYP2B6TM-RED et le CPA, déclenchait une mort immunogénique des cellules
tumorales.

Pour cela, nous avons étudié in vitro les différents marqueurs clés de cette mort
cellulaire qui sont :

- La translocation de la calréticuline et de la protéine ERp57 au niveau
de la membrane cellulaire

- Linduction de I'autophagie par la présence de LC3lI

- Lerelargage d’'HMGB-1 dans le milieu extracellulaire

- Lalibération d’ATP

De plus, nous avons évalué, in vivo, I'importance relative de la cytotoxicité directe et
de la réponse immunitaire dans I’éradication de la tumeur initiale. Dans ce but, nous avons
comparé l'efficacité du CPA sur des souris C57Bl/6 immuno-compétentes xénogréffées
avec des cellules tumorales exprimant le géne suicide (TC1-CYP2B6TM-RED) et déplétées

ou non en lymphocytes T CD8".
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Matériels et méthodes :

1. Cultures cellulaires

Les cellules souches mésenchymateuses murines (MSC) de souris C57BL/6 provenant
de chez GIBCO sont cultivées dans du milieu DMEM High glucose (4,5 g /L glucose ; avec de
la L-glutamine ; sans sodium pyruvate et sans HEPES) (Life technologies) supplémenté avec
10% de sérum de veau foetal (SFV) (Dutcher), de la pénicilline (200 Ul/mL) (Life
technologies), de la streptomycine (50 pg/mL) (Life technologies) de la fungizone (0,5
ug/mL) (Life technologies) et 1% de sodium pyruvate (1nM) (Life technologies).

Les cellules TC1 (lignée tumorale pulmonaire de souris C57BL/6) sont cultivées dans
du milieu RPMI 1640 (L-glutamine) (Life technologies) supplémenté avec 10% de sérum de
veau foetal, de la pénicilline (100 Ul/ml), streptomycine (100 pg/ml) et 1% de sodium
pyruvate (1nM).

Lorsque les cellules (MSC murines et TC1) sont a confluence, elles sont rincées une
fois au PBS 1X (Life technologies) puis dissociées a I'aide de la trypsine/EDTA 0,05% (Life
technologies) qui agit pendant 5 minutes a 37 °C. Puis, la trypsine est inactivée en ajoutant
du milieu de culture et les cellules sont diluées dans une nouvelle flasque et incubées dans
une étuve a 37°C et 5% de CO2.

Le milieu de culture des cellules est renouvelé tous les deux jours.

2. Traitement des cellules tumorales TC1

Jour 1:
Les MSC exprimant le gene suicide (MSC-CYP2B6TM-RED) (Amara et al., 2016) et les MSC
non transduites (MSC NI) sont ensemencées a 250.000 cellules par puits dans une plaque de
6 puits. Elles sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

Jour 2:
Les MSC sont traitées avec 0,25 mM de cyclophosphamide pendant 24 heures. Les cellules

tumorales TC1 sont ensemencées a 250.000 cellules par puits dans une plaque de 6 puits.
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Jour 3:
Apres 24 heures de traitement au CPA, le surnageant des MSC exprimant le gene suicide ou
non est récupéré et transféré sur les cellules tumorales TC1l. Le contrbéle négatif de
I’expérience est le surnageant des cellules MSC non transduites (MSC-NI) traitées au CPA.
Les TC1 sont ainsi incubées 1) pendant 24 heures et récupérées pour I'étude de la
translocation de la calréticuline et I'induction de I'autophagie ou 2) pendant 48 heures
jusqu’a la mort de la majorité des cellules, le surnageant est ensuite récupéré pour I'étude

du relargage de la protéine HMGB-1 (Figure 27).

CPA

Mesure de I'ecto-CRT par FACS
et

Détection de LC3Il par Western Blot

Transfert des
s surnageants

| Mesure d’HMGB1 relarguée par ELISA

MSC-CY2B6TM-RED
ou Cellules tumorales :TC1
MSC-NI

Figure 27: Protocole explicatif du traitement des TC1.
Les cellules souches mésenchymateuses, exprimant le géne suicide (MSC-CYP2B6TM-RED) ou non (MSC-NI), sont
traitées par le cyclophosphamide (CPA) et incubées pendant 24h. Le surnageant de ces cellules est alors
récupéré et transféré sur les cellules tumorales TC1. Celles-ci vont rester en contact avec le surnageant le temps
désiré (24 ou 48h) selon I'analyse a faire par la suite.

3. Etude de cytotoxicité par le test MTS

Des études MTS ont été réalisées afin de déterminer les bonnes conditions de
traitement : dose de CPA et durée du traitement, permettant de n’avoir que 20% de
mortalité des cellules tumorales afin d’observer les mécanismes de la mort immunogénique.
Ces tests ont été réalisés précédemment dans |'Article 1 (Amara et al., 2016), ce qui nous a

permis de déterminer la dose de 0,25 mM de CPA avec un traitement de 24 heures.
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4. RT-PCR

e Extraction des ARN totaux

A partir de 500 000 cellules, les ARNs sont extraits des cellules & Iaide du Kit RNase
mini Kit (QIAGEN) selon les recommandations du fabriquant. Les ARNs sont quantifiés par la
lecture au spectrophotométre (Nanodrop).

e Transcription inverse (RT)

Les ARNSs sont rétrotranscrits en ADN complémentaires a |'aide du kit «High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit» (Applied Biosystems). Pour chaque échantillon, la réaction
se fait dans un volume final de 22 pl: 2ul de tampon RT, 0,8ul de dNTP 100mM, 2ul
d’amorces de séquences aléatoires, 1ul de transcriptase inverse (MultiScribe RT 50U/ul),
4,2ul d’eau RNAse Free et finalement 500 ng d’ARN dilués dans un volume final de 12l
d’eau RNase Free. Les tubes sont ensuite placés 2 heures a 37°C.

¢ PCR quantitative

Les ADNc cibles sont amplifiés par PCR quantitative en temps réel. Dans une plaque de
384 puits, chaque échantillon est testé en triplicate avec des amorces spécifiques pour le

géne cible (LC3) et le géne de référence (TBP: TATA-Binding Protein) (Tableau 11).

Amorce sens :
5’-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’
Amorce antisens :
5’-CACTCACAGCTCCCCACCA-3
Amorce sens :
5’-CATGCCGTCCGAGAAGACCT-3’
Amorce antisens :

5’- GATGAGCCGGACATCTTCCACT-3’

Tableau 11 : Séquences des amorces utilisées pour la RT-gPCR

TBP

LC3

5. Western blot

* Extraction des protéines

Aprés traitement, les cellules tumorales TC1 sont trypsinées puis centrifugées 5
minutes a 800 g. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot cellulaire est lavé avec du PBS

et centrifugé une nouvelle fois pour éliminer le PBS. Le culot cellulaire est remis en

116



suspension dans le tampon RIPA (89901, Thermo scientific) (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
Nonidet-P40 1 % (v/v), Triton X-100 1 % (v/v), déoxycholate de sodium 1 % (p/v), SDS 0,1 %
(p/v), iodoacétamine 5 mM, PMSF 1 mM, pH 7,4) contenant 15% d’inhibiteur de protéase
(11836145001, Roche). Les cellules sont incubées pendant 10 min a 4°C. Apres
centrifugation a 12 500 g a 4°C pendant 10 min, le surnageant est prélevé et sa
concentration en protéines est déterminée a I'aide du kit BCA (23225, Pierce) en mesurant
I'absorbance a 562 nm et en utilisant une gamme de BSA (sérum albumine bovine) comme

gamme étalon.

e Séparation des protéines par électrophorese dans un gel SDS-PAGE

Apres la détermination de la concentration protéique de chaque échantillon, 20 ug
de protéines sont mélangés avec 0,6 V (volume) d’une solution de reprise (1 ml de glycérol a
60% + 200 pl Tris 2M pH 6,8 + 600 pl de sodium dodécylsulfate (SDS) a 10% + 40 ul de
pyronine + 160 pl d’eau) et incubés a 100°C pendant 2 minutes afin d’étre dénaturés.
Les échantillons, ainsi qu’un marqueur de masses moléculaires (Precision Plus Protein
Standards, 161-0374 Bio-Rad) sont déposés par la suite dans un gel SDS-PAGE 12% (sodium
dodécylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) afin de séparer les protéines en fonction
de leur masse moléculaire par électrophorese. La migration se fait grace a un courant
électrique d’intensité 40mA et de tension maximale 180V b dans le tampon de migration

(161-0772, Bio-Rad).

* Transfert des protéines sur membrane et «kimmunoblotting»

Aprés la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de

polyvinyldiéne difluorique PVDF (HYBONDtm P, GE Healthcare Europe) avec un courant
d’intensité 3mA/cm2et une tension maximale de 25V. Le transfert a lieu pendant une heure
en milieu semi-sec en présence du tampon de transfert (166-0771, Bio-Rad).
Les sites non spécifiques sur la membrane sont saturés par une solution de blocage (5% lait,
TBS Tween (Tris HCI 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, 0,05% Tween 20)) pendant une heure. La
membrane est ensuite incubée avec |'anticorps primaire (anti-LC3 lapin 2775S, Cell Signaling)
a 4°C toute la nuit.

La membrane est lavée trois fois avec du TBS-Tween et incubée une heure avec I'anticorps
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secondaire couplé a 'enzyme HRP «horseradish peroxydase» correspondant (Anti-rabbit IgG
HRP, 7074S, Cell Signaling).

L'activité péroxydase est mise en évidence par incubation de la membrane avec le substrat
de chimioluminescence ECL du kit Clarity Western ECL substrate (170-5061, Bio-Rad)
pendant une minute. La membrane est ensuite mise a exposer sur un film photographique

(28-9068-39, GE healthcare). Ce dernier est développé et interprété.

6. ELISA

Le kit ELISA «Sandwich» spécifique de la protéine HMGB-1 est commercialisé par IBL
international (ST51011). Le test a été réalisé selon les recommandations du fournisseur. Les
échantillons, le contrdéle positif et les solutions étalons sont distribués sur les puits
préalablement recouverts d’un anticorps spécifique a la protéine HMGB-1. lls sont incubés
pendant 24 heures a 37°C. A la fin de I'incubation, les puits sont lavés 5 fois avec «la solution
de lavage» fournie avec le kit. «Le conjugué enzymatique» (anticorps couplé a I'enzyme HRP)
est ajouté dans chaque puits et incubé pendant 2 heures a température ambiante. Les puits
sont lavés a nouveau 5 fois avec «la solution de lavage». Enfin, «la solution de couleur»
(substrat chromogéne : 3,3’,5,5’ tétraméthylbenzidine (TMB) et du peroxyde d’hydrogéne
(H202)) est ajoutée au puits pour pouvoir réagir avec le conjugué HRP. Apres une incubation
de 30 minutes, la réaction enzymatique est arrétée en ajoutant «la solution Stop», la couleur
vire du bleu au jaune et la densité optique est mesurée a I'aide d’un spectrophotometre
(TECAN) a 450 nm.

La concentration de la protéine HMGB-1, présente dans les échantillons, est

déterminée grace a la courbe étalon réalisée a partir des solutions étalons fournies.

7. Cytométrie en flux

5 x 10° cellules TC1 sont récupérées apres avoir été traitées avec le surnageant des
MSC exprimant ou non le géne suicide traitées au CPA pendant 24h. Aprées avoir été lavées
au PBS, les cellules vont étre incubées dans la solution de blocage (PBS + 5% de NGS
« Normal goat serum») pendant 20 minutes a 37°C. Les cellules sont rincées au PBS et sont

incubées soit avec I'anticorps de souris anti-Calréticuline (1 pg/10° cellules) (Abcam), soit
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avec I'anticorps de souris anti-ERp57 (2 pg/10° cellules) (Abcam) dans la solution de
marquage (PBS + 2% NGS) pendant 20 minutes a température ambiante. Enfin, aprés un
lavage au PBS, les cellules sont incubées avec I'anticorps secondaire de chévre anti-IgG de
souris (H+L) Alexa Fluor 488 (1/200°™) (Abcam), toujours dans la solution de marquage
pendant 20 minutes a température ambiante.

Les cellules sont ensuite rincées au PBS et analysées avec le BD FACSCanto Il (BD

biosciences). Pour finir, les résultats sont traités avec le logiciel FlowJo.

8. Modeéle animal

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris C57BL/6 femelles (Janvier, Saint-
Berthevin, France) agées de 11 semaines. Les expériences ont été conduites en accord avec
les procédures éthiques, et avec I'approbation du comité d’éthique de I’Université Paris

Descartes (CEEA34.IW.031.11).

8.1 Effet de la stratégie géne suicide sur des souris déplétées en

CcD8

5 x 10° cellules TC1-Luc2 ou TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED ont été diluées dans 50pL de
PBS stérile et injectées en sous-cutané au niveau du flanc gauche des souris, comme décrit
précédemment (Touati et al., 2014b). Lorsque la tumeur atteint les 500 mm?>, les souris
porteuses de tumeurs TC1l-Luc2 ou TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED ont été divisées en quatre
groupes qui sont les suivants : un groupe contréle sans CPA, un groupe traité par le CPA (90
mg/Kg), un groupe traité préalablement par des anticorps anti-CD8 (100ug /souris) (Burrack
et al., 2015) puis traité au CPA (90mg/Kg) et enfin un groupe traité uniquement par les
anticorps anti-CD8. Le CPA et les anticorps anti-CD8 sont dilués dans du PBS stérile et sont
administrés une fois par semaine pendant quatre semaines pour le CPA et une fois par
semaine jusqu’au sacrifice des souris pour les anticorps anti-CD8, afin de maintenir la
déplétion des lymphocytes T CD8". La croissance tumorale est évaluée par des mesures au
pied a coulisse (Vernier) et le volume tumoral est calculé selon la formule suivante : volume

(mm?®) = (Longueur x largeur?)/2.

119



9. Statistiques
Les résultats représentent la moyenne + écart-type (SD) de n expériences et la

comparaison entre les groupes est faite en utilisant des tests non paramétriques dont : le

test de Kruskal-Wallis, le test de Mann-Whitney et le test t non apparié.
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Résultats :

1. Translocation de la calréticuline a la surface des cellules :

La premiere étape de la mort immunogénique va étre la translocation de la
calréticuline du réticulum endoplasmique jusqu’a la membrane plasmique. Cette protéine
étant naturellement présente dans la cellule au niveau cytoplasmique, nous avons décidé
d’analyser cette translocation par Cytométrie en flux sans perméabiliser les cellules afin
d’observer uniquement la calréticuline transloquée a la surface. Nous avons donc traité des
cellules tumorales TC1 avec le surnageant des MSC-CYP2B6TM-RED traitées au CPA et nous
avons pris comme contrdle négatif le surnageant des MSC NI traitées au CPA.

La simple présence du surnageant des MSC NI va induire une légere expression de la
calréticuline a la surface des cellules tumorales (Figure 28 A). Toutefois, celle-ci est plus
faible que I'expression observée apres le traitement avec le surnageant des MSC-CYP2B6TM-
RED + CPA (Figure 28 A).

Une différence significative est mis en évidence entre ces deux traitements, ce qui
montre bien que le CPA, métabolisé par notre gene suicide présent dans les MSC, induit une
augmentation de la translocation de la calréticuline a la surface des cellules TC1 (Figure 28

B).
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Figure 28 : Exposition de la Calréticuline (CRT) dans la mort immunogéne.
Les cellules tumorales TC1 sont traitées soit par le surnageant des MSC NI +CPA (SN MSC NI + CPA), soit par
celui des MSC-CYP2B6TM-RED + CPA (SN MSC-CYP2B6TM-RED + CPA). (A) Détermination de la CRT a la surface
des cellules TC1 par Cytométrie en flux avec un anticorps anti-CRT sur cellules vivantes. (B) Fluorescence
moyenne de I’anti-CRT-FITC +/- SEM issue de 5 expériences indépendantes. Test de Kruskal-Wallis
**p< 0,01 versus contréle SN MSC NI + CPA.

Cette translocation peut étre causée par un stress du réticulum endoplasmique induit
par les métabolites du CPA. Pour vérifier ceci, nous avons regardé si la protéine ERp57,
protéine du réticulum endoplasmique, était également transloquée a la surface des cellules
tumorales. En effet, des études ont précédemment montré que la calréticuline était
transloquée avec d’autres protéines du réticulum endoplasmique dont ERp57 a la surface
des cellules apres un stress du réticulum endoplasmique (Panaretakis et al., 2008, 2009). Par
conséquent, nous avons étudié la translocation de cette protéine de la méme maniere que
pour la calréticuline.

De fagon intéressante, nous observons exactement le méme résultat que celui obtenu

lors de I'étude de la calréticuline, c’est-a-dire une expression basale de ERp57 en présence
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du surnageant des MSC NI + CPA et une augmentation significative encore plus importante

du signal en présence du surnageant des MSC-CYP2B6TM-RED + CPA (Figure 29 A et B).
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Figure 29 : Exposition de I’ERp57 dans la mort immunogéne.
Les cellules tumorales TC1 sont traitées soit par le surnageant des MSC NI +CPA (SN MSC NI + CPA), soit par
celui des MSC-CYP2B6TM-RED + CPA (SN MSC-CYP2B6TM-RED + CPA). (A) Détermination de I'ERp57 a la
surface des cellules TC1 par Cytométrie en flux avec un anticorps anti-ERp57 sur cellules vivantes. (B)
Fluorescence moyenne de I’anti-ERp57-FITC FITC +/- SEM issue de 5 expériences indépendantes. Test de Kruskal-
Wallis : *p< 0,05 versus contréle SN MSC NI + CPA.

2. Induction de I'autophagie par le CPA :

De nombreuses études ont montré que certains inducteurs de la mort immunogéene
induisaient une autophagie qui serait a l'origine des étapes suivant la translocation de la
calréticuline dont le relargage d’"HMGB-1 et la libération d’ATP (Garg et al., 2013b; Thorburn
et al.,, 2009b). Ici, nous avons analysé |'effet d’un traitement des cellules tumorales avec
notre stratégie gene suicide sur I'induction de I'autophagie.

Nous avons, dans un premier temps, déterminé la durée nécessaire pour induire
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I’autophagie dans des cellules tumorales a la suite de leur exposition au surnageant des MSC
exprimant le gene suicide et traitées au CPA grace a I'étude de I'expression de LC3 par RT-
qPCR.
Pour cela, les cellules tumorales ont été mises en contact, pendant 6, 16, 24 et 30 heures,
avec le surnageant des MSC, exprimant ou non le géne suicide, ayant été traitées au CPA.
Apreés un traitement de 6 et 16 heures, nos résultats ne montrent pas une différence
significative du niveau d’ARNm de LC3 entre les 2" des TC1 exposées au surnageant des
MSC-CYP2B6TM-RED ou au surnageant des MSC-NI. Cependant, la quantité de transcrits de
LC3 double dans les cellules exposées pendant 24 et 30 heures au surnageant des MSC-

CYP2B6TM-RED (Figure 30).
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Figure 30 : Expression de ’ARNm de LC3 dans les cellules tumorales TC1 exposées au surnageant des MSC,
exprimant ou non le géne suicide, et traitées au CPA.

A partir du résultat de cette expérience préliminaire, nous avons décidé de choisir un
traitement de 24 heures pour étudier le niveau d’expression de I’ARNm de LC3 par qRT-PCR
et I'expression protéique de sa forme Il par Western Blot. En effet, lors de I'induction de

I'autophagie, la protéine LC3 subit une suite de modifications post-transcriptionnelles
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aboutissant a sa liaison avec le phosphatidyléthanolamine lui permettant de s’incorporer
dans la membrane du pré- autophagosome. Cette forme, LC3-Il, est considérée comme un
marqueur moléculaire de "autophagie étant donné son implication dans la formation de
I’autophagosome mature.

L’analyse par qRT-PCR des niveaux d’expression de I'’ARNm LC3 montre que les
cellules tumorales TC1 exposées au surnageant des MSC exprimant le géne suicide et
traitées au CPA expriment deux fois plus d’ARNm LC3 que les cellules tumorales ayant regu

le surnageant des MSC contrdles (24": 1,32 Vs 2,88) (Figure 31).

3.01 *
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Figure 31: Expression de ’ARNm du LC3 dans les cellules tumorales TC1 exposées pendant 24 heures au
surnageant des MSC, exprimant ou non le géne suicide, et traitées au CPA.
Les valeurs représentées sont la moyenne +/- SEM de trois expériences. Test de Mann-Whitney : *p< 0,05 versus
contréle SN MSC NI + CPA.

Les résultats du Western-Blot (Figure 32) montrent, quant a eux, une augmentation

de la forme Il de LC3 au niveau des cellules tumorales exposées au surnageant des MSC
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contrbles. Cependant, cette augmentation est beaucoup plus importante dans les cellules

exposées au surnageant des MSC exprimant le géne suicide.
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Figure 32: Expression de la forme Il de la protéine LC3 dans les cellules tumorales TC1 exposées pendant 24
heures au surnageant des MSC, exprimant ou non le géne suicide, et traitées au CPA. NT correspond aux
cellules TC1 non exposées au surnageant des MSC.

3. Relargage d’"HMGB-1 dans le milieu extracellulaire :

Pour finir, nous avons évalué si notre stratégie géne suicide conduit bien au relargage
d’"HMGB-1, qui est présent dans le noyau a I'état physiologique.

Etant donné que cette étape a lieu plus tardivement dans le processus de la mort
immunogénique, le traitement des cellules tumorales avec le surnageant des MSC,
contenant ou non le gene suicide, et traitées au CPA lors de ces expériences a été prolongé
jusqu’a 48 heures au lieu des 24 heures comme décrit précédemment.

Le surnageant des cellules tumorales a été ensuite récupéré et la concentration de la
protéine HMGB-1 qu’il contient a été dosée par un test ELISA sandwich. Des cellules TC1
traitées avec 200 pM d’oxaliplatine (un médicament capable d’induire la mort
immunogénique) ont été utilisées comme controle positif de I'expérience.

Ces ELISA montrent que les cellules tumorales exposées au surnageant des MSC exprimant
le gene suicide et traitées au CPA relarguent dans leur milieu de culture 3 fois plus de HMGB-
1 en comparaison avec les cellules tumorales TC1 traitées avec le surnageant des MSC-NI

traitées au CPA (29,2 ug/ml Vs 86,6 environ pug/ml) (Figure 33).
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Figure 33 : Dosage de la protéine HMGB-1 (ug/mL) dans le surnageant de culture des cellules tumorales TC1
exposées pendant 48 heures au surnageant des MSC, exprimant ou non le géne suicide, et traitées au CPA.
Des cellules tumorales TC1 traitées par 200 uM d’oxaliplatine (OXA) sont utilisées comme contréle positif de
I'expérience. Les valeurs représentées sont la moyenne +/- SEM de trois expériences. Test de Mann-Whitney :

*p< 0,05 versus contréle SN MSC NI + CPA.

4. Implication du systeme immunitaire in vivo dans la réponse au traitement par la

thérapie géne suicide :

Dans nos études antérieures sur souris (Touati et al, 2014)(Amara et al., 2016), nous
avons mis en évidence que notre stratégie géne suicide conduisait au développement d’une
réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales et médiée par les lymphocytes T
CD8".Nous venons également de mettre en évidence que I'utilisation comme vecteurs de
cellules souches mésenchymateuses exprimant notre géne suicide et traitées au CPA
induisait bien une mort immunogene des cellules tumorales in vitro qui pourrait donc étre a
I'origine de la réponse immunitaire observée in vivo.

Dans cette partie, nous avons évalué, in vivo, 'importance relative de la cytotoxicité
directe dans l'efficacité de notre traitement et les cinétiques respectives des deux

mécanismes. Des souris C57BI/6 immunocompétentes ont été utilisées portant soit des
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xénogreffes de cellules tumorales TC1-Luc2, exprimant la luciférase, soit des cellules
tumorales exprimant le gene suicide, TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED. Les souris ont regu ou non
des injections de CPA a une dose de 90 mg/Kg, une fois par semaine pendant 4 semaines. La
veille de I'administration du CPA, les souris étaient ou non traitées par des anticorps anti-
CD8. Ces injections hebdomadaires permettent de supprimer les lymphocytes T CD8".

Sans traitement au CPA, l'injection des anticorps anti-CD8 ne modifie pas la
croissance des tumeurs exprimant ou non le gene suicide (résultats non montrés).

Dans un premier temps, des souris C57Bl/6 immunocompétentes portant des
xénogreffes de cellules tumorales TC1-Luc2 ont été utilisées (Figure 34). Contrairement aux
souris TC1-Luc2 traitées au CPA avec un systéme immunitaire dit « normal », les souris,
traitées au CPA et par des anticorps anti-CD8, présentent une accélération de la croissance
tumorale . En effet, celles-ci ont toutes été sacrifiées a J30 post injection des tumeurs car le
volume de leur tumeur était supérieur a 2000 mm>. Nos résultats mettent également en
évidence que durant le traitement au CPA, les souris avec un systeme immunitaire
« normal » (TC1-Luc2 traitées au CPA seul) présentent un ralentissement de la croissance

tumorale. Cependant dés I’arrét du traitement au CPA, celle-ci repart. (Figure 34).
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Figure 34 : Effet du CPA sur des souris xénogréffées avec des cellules TC1-Luc2 avec du CPA et traitées ou non
par des anticorps anti-CD8.

5.10° cellules TC1-Luc2 ont été injectées en sous-cutané dans le flanc gauche des souris C57BI/6. Lorsque les
tumeurs ont atteint 500 mm’ environ, les souris ont recu des injections de CPA 90 mg/Kg (4 injections i.p. a J12,
J19, J26 et J33 indiquées par des fléches noires). Une partie des souris ont également recu des injections
d’anticorps anti-CD8 (pointillés noirs) un jour avant le CPA pour supprimer les lymphocytes T CD8’, le reste des
souris n’a pas regu d’injections d’anticorps anti-CD8" (trait noir plein). Les barres représentent les écarts types et
I'analyse statistique entre les groupes a été effectuée par un test t non apparié * p <0,05, ** p <0,01.

Dans un second temps, des souris C57BI/6 immunocompétentes portant des cellules
tumorales exprimant le gene suicide, TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED ont été utilisées (Figure 35).
Concernant les souris traitées au CPA, ayant des tumeurs TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED, la
différence entre les deux groupes (anti-CD8 et « normal ») est plus marquée (Figure 35). En
effet, le groupe anti-CD8 présente une accélération de la croissance tumorale par rapport

eme

aux souris non traitées par I'anticorps anti-CD8 qui ralentit aprés la 27 injection de CPA
pour laisser place a une augmentation exponentielle du volume tumoral a partir de J23. Les
souris « normales » (TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED + CPA) quant a elles, présentent une réponse
positive au traitement avec tout d’abord un ralentissement de la croissance tumorale puis
apres la 28me injection de CPA une diminution du volume tumoral allant jusqu’a I'éradication

compléete des tumeurs comme vu précédemment (Touati et al., 2014a).
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Figure 35 : Effet du CPA sur des souris xénogréffées avec des cellules TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED avec du CPA et
traitées ou non par des anticorps anti-CD8.

5 x 10° cellules TC1-Luc2-CYP2B6TM-RED ont été injectées en sous-cutané dans le flanc gauche des souris
C57BI/6. Lorsque les tumeurs ont atteint 500 mm’® environ, les souris ont recu des injections de CPA 90 mg/Kg (4
injections i.p. a J12, J19, J26 et J33 indiquées par des fléches noires). Une partie des souris ont également recu
des injections d’anticorps anti-CD8 (pointillés rouges) un jour avant le CPA pour supprimer les lymphocytes T
CD8’, le reste des souris n’a pas recu d’injections d’anticorps anti-CD8+ (trait rouge plein). Les barres
représentent les écarts types et I'analyse statistique entre les groupes a été effectuée par un test t non apparié
* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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Conclusion :

Etant donné les résultats observés lors des études de re-challenge chez la souris
(Articlel) et I'absence de métastase chez 2 des 3 lapins traités, dans le modéle lapin apres
une 2°™ injection de MSC-CYP2B6TM-RED + CPA (Article 2), nous voulions, dans cette
partie, voir comment le systeme immunitaire participait a I'efficacité de notre stratégie gene
suicide.

Pour cela, nous avons étudié l'effet de notre approche sur des souris
immunocompétentes déplétées en CD8 a I'aide d’anticorps anti-CD8. Nos résultats ont
révélé que le systeme immunitaire contribuait a la phase de « guérison », c’est-a-dire lors du

®M¢ injection de CPA, nous avons

traitement des souris par le CPA. En effet, aprés la 2
observé une différence significative quant a I’évolution des tumeurs entre les souris
« normales » et celles déplétées en CD8.(Figures 34-35). Notre stratégie géne suicide va
déclencher une réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales au cours du
traitement, aprées 2 injections de CPA.

La premiere hypothése est que la pro-drogue agirait directement sur les cellules du
systeme immunitaire. En effet, le CPA est connu pour diminuer spécifiquement les
lymphocytes Treg ce qui va permettre la levée de l'inhibition des lymphocytes T effecteurs
(CD4" et CD8") (Lutsiak et al., 2005b; van der Most et al., 2009b). De plus, il a été montré
qgu’a de faibles doses répétées, le CPA pouvait aussi agir stimulant directement Ia
prolifération et la fonction des lymphocytes T CD4" et CD8" (Ge et al., 2012b; Viaud et al.,
2011b). Ainsi, nos injections répétées de CPA, a raison d’une fois par semaine, pourraient
stimuler le systeme immunitaire. Toutefois, cela n’est pas suffisant car nous devrions
observer les mémes évenements dans les souris contrdles n’ayant pas le gene suicide et
traitées au CPA, or ce n’est absolument pas le cas ici. Une autre hypothese serait que notre
stratégie géne suicide déclencherait une mort immunogéne des cellules tumorales. En effet,
la mort immunogénique, décrite par le Pr. Kroemer comme étant une mort qui se dissocie
de la nécrose et de I'apoptose, alerterait le systeme immunitaire a I'aide de signaux libérés
par les cellules mourantes afin d’étre éliminées (Zitvogel et al., 2012). Cette mort
immunogénique ne peut étre active qu’en présence d’infiltrats lymphocytaires dans les

tumeurs (Zitvogel et al., 2012). En outre, nous avons démontré précédemment I'implication
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des lymphocytes T CD8" dans la réponse anti-tumorale ce qui peut supposer leur présence
dans l'environnement de la tumeur. De plus, nous avons montré que le systéme
immunitaire, particulierement les CD8’, jouait un rdle dés le début du traitement des

éme

tumeurs par le CPA (3°"" partie, Figures 34,35).

I a été démontré que la mort immunogeéne serait induite par certaines
chimiothérapies telles que I'oxaliplatine, les anthracyclines et le CPA, ainsi que par les rayons
X. Nous avons donc vérifié que notre gene suicide exprimé dans les MSC couplé a un
traitement au CPA permettait d’induire une mort immunogéene des cellules tumorales.

Nous avons ainsi démontré qu’apres un traitement de 24 heures par le surnageant
des MSC, exprimant notre gene suicide et traitées au CPA, une translocation de Ia
calréticuline a la surface des cellules tumorales avait lieu. Celle-ci va agir comme un signal
« eat-me » et va alerter les cellules dendritiques non matures. Cette translocation est induite
par un stress du réticulum endoplasmique qui se traduit par la translocation de la protéine
ERp57 du réticulum endoplasmique a la membrane plasmique (Figure 28,29). Nous avons
également observé l'induction de I'autophagie (Figure 30-32) qui conduit au relargage
d’HMGB-1 par les cellules tumorales dans le milieu extracellulaire (Figure 33) dans le but
d’activer les cellules dendritiques. L'autophagie serait aussi a I'origine de la libération d’ATP
qui correspond a la derniere étape de la mort immunogene. Cette derniere étape reste
cependant encore a démontrer dans notre stratégie gene suicide.

Au vu de tous ces résultats, nous pouvons supposer qu’une mort immunogénique

est bien présente dans notre stratégie géne suicide couplée aux MSC.

Par conséquent, 'ensemble de mes travaux de thése nous permet de conclure que
notre stratégie géne suicide est efficace (Articles 1 et 2) ; et qu’elle posséde un atout fort
qui est d’alerter le systeme immunitaire pour détruire les cellules tumorales et empécher le
développement d’éventuelles métastases (Figure 36) (Résultats de la partie mort

immunogénique).
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Figure 36 : Implication du systéme immunitaire dans notre thérapie géne suicide CYP2B6TM-RED couplé au
cyclophosphamide (CPA) et transféré par les cellules souches mésenchymateuses (MSC).

Enfin, une derniere étape reste a valider : c’est I'effet vaccinateur de notre systeme
géne suicide. Etant donné que notre traitement permet de déclencher une mort
immunogénique des cellules cancéreuses conduisant au développement d’une réponse
immunitaire, nous pouvons donc supposer que notre traitement agirait comme un vaccin sur
le systéme immunitaire (Kepp et al., 2014; Kroemer et al., 2013). Pour vérifier ceci, nous
allons traiter in vitro des cellules tumorales avec le surnageant des MSC exprimant ou non le
géne suicide et traitées au CPA. Au bout de 24 heures, les cellules tumorales sont
récupérées, lavées au PBS et vont étre injectées a des souris immunocompétentes (C57BI/6)
en sous-cutané. Une semaine plus tard cette fois-ci, des cellules tumorales non traitées au
CPA vont étre injectées en sous-cutané a leur tour sur le flanc opposé chez les mémes souris.
Le but de cette étude sera d’observer les effets de ce traitement sur la croissance des
tumeurs. Nous pourrons ainsi voir si la 1°° injection de cellules tumorales « mourantes »
va stimuler le systéeme immunitaire ce qui aura pour effet d’inhiber la croissance des

éeme .

cellules tumorales issues de la 2™ injection.
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Parmi les différentes approches développées pour le traitement du cancer, la Gene
directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) a été trés étudiée en pré-clinique depuis des
années et peut désormais étre évaluée en clinique. Il a été démontré que pour obtenir une
efficacité optimale de cette stratégie, quatre points essentiels doivent étre validés :

- Un gene codant pour une enzyme capable de métaboliser
efficacement une pro-drogue en métabolite(s) toxique(s)

- Un effet “by-stander” puissant

- Une réponse immunitaire contre les cellules tumorales

- Un transfert de gene efficace conduisant a de forts niveaux

d’expression du gene suicide dans la tumeur

Durant ma these, jai démontré que les cellules souches mésenchymateuses
pouvaient étre utilisées comme vecteurs pour notre géne suicide, le CYP2B6TM-RED, dans le
traitement du cancer. Nous avons également mis en évidence une mort immunogénique des
cellules tumorales qui serait a I'origine de la réponse immunitaire mise en place dans les
modeles souris contre les tumeurs.

Toutefois, des modifications peuvent encore étre apportées pour améliorer la thérapie par
gene suicide. Celles-ci peuvent portées sur les différents axes de la stratégie :

- Latoxicité : comment 'laugmenter et I'étendre?

- Le systéme immunitaire : comment le stimuler?

- Lavoie d’administration des MSC : laquelle est la mieux adaptée?

- Le cellules humaines MSC : comment les développer ?

1. Comment augmenter et étendre la toxicité cellulaire ?

Notre géne suicide a l'avantage d’avoir été optimisé (Nguyen et al., 2008;
Tychopoulos et al., 2005). Nous avons obtenu une activité 13 fois plus importante avec le
géne de fusion CYP2B6TM-RED qu’avec le CYP2B6wt (Touati et al., 2014a). Néanmoins, une
augmentation de la toxicité est toujours possible. En effet, notre gene de fusion code une
enzyme qui va métaboliser le CPA uniquement avec la partie cytochrome (CYP2B6TM) et

également avec l'aide d’une petite quantité de réductase. Cette derniere étant en exces
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dans la construction du gene de fusion, car il faut en général 1 mole de RED pour faire
tourner 10 moles de CYP (Shiraki and Guengerich, 1984), Iutilisation de pro-drogues activées
par la RED (Schwarz et al., 1990) peut étre associée au CPA dans le traitement des cancers
(Denny, 2000). Parmi, ces molécules on retrouve la mitomycin C (Figure 37), déja utilisée
pour traiter les cancers colorectaux, pancréatiques, du sein, de la vessie et de I'estomac,

ainsi que la tirapazamine (Figure 38), qui est actuellement en phase Ill d’étude clinique.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré
de cette version

Figure 37 : Structure de la Mitomycin C

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 38 : Mécanismes d’activation de la Tyrapazamine

La combinaison du CPA avec ces pro-drogues pourrait conduire a une plus grande
production de métabolites cytotoxiques et ainsi amplifier et étendre la mortalité cellulaire in
situ. Etant donné que ces molécules sont métabolisées uniquement en condition hypoxique
par la RED, nous allons réaliser des modeles animaux pour vérifier que la combinaison de ces

pro-drogues conduit a un effet synergique dans le but d’éradiquer des tumeurs.

2. Comment stimuler le systéme immunitaire ?

Notre thérapie géne suicide combinant les MSC-CYP2B6TM-RED avec un traitement

au CPA agit sur les cellules tumorales de deux manieres distinctes : d’une part via son action
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cytotoxique avec la production de métabolites actifs et I'effet “by-stander” et d’autre part
via le développement d’une immunité anti-tumorale (Agard et al., 2001; Gagandeep et al.,
1996)(Kuriyama et al., 2004b; Pandha et al., 2005).

De plus, notre stratégie induit une mort immunogénique des cellules tumorales qui serait
probablement a l'origine du développement de cette immunité anti-tumorale. En effet, le
déclenchement d’une réponse immunitaire contre les tumeurs est cruciale pour |'efficacité
des chimiothérapies, pour limiter I'apparition de résistance a celles-ci et enfin pour éviter
tout risque de développer des métastases (Dhodapkar, 2013; Zheng et al., 2013). Par
conséquent, stimuler le développement de I'immunité anti-tumorale pourrait améliorer
I'efficacité de la stratégie gene suicide. Un des moyens de le stimuler serait d’exprimer, dans
les MSC, outre le gene suicide, de l'interféron y (IFNy) qui est impliqué dans I'activation des
cellules NK et des macrophages pour éliminer les agents pathogenes intracellulaires
(champignons, mycobactéries...). De plus, I'IFNy est connu pour inhiber la croissance de
nombreuses tumeurs (Miller et al., 2009) par différents mécanismes : anti-prolifératifs, pro-
apoptotiques, anti-angiogéniques et par la stimulation des réponses immunitaires innées et
adaptatives dirigées contres les cellules tumorales (Dunn et al., 2005). Cependant,
I'utilisation de I'IFNy recombinante en clinique est limitée par sa courte demi-vie et ses
importants effets secondaires (Curnis et al., 2005). Par contre, I'expression au sein de la
tumeur d’IFNy en utilisant différents vecteurs a permis d’améliorer I'efficacité du traitement
tout en limitant sa toxicité générale (Dummer et al., 2010; Khammari et al., 2015; Liu et al.,
2012; Wu et al., 2009). Ainsi, nous pourrions faire exprimer cette cytokine dans les cellules
souches exprimant déja le gene suicide. Des études ont déja montré I'intérét d’utiliser des
MSC exprimant I'IFNy dans le traitement du cancer du sein et du mélanome (Studeny et al.,
2002, 2004). Dans notre cas, nous allons devoir vérifier que I'expression de I'lFN y n’a pas
d’effet négatif sur I'expression du gene suicide ainsi que sur la bioactivation du CPA. Nous
pourrons ensuite mesurer |'efficacité in vivo de la combinaison IFN y + CY2B6TM-RED.

Une autre fagon d’activer la réponse immunitaire contre les cellules tumorales est de
combiner le CPA a des immunothérapies « inhibiteurs de check-point » via l'utilisation d’
anticorps spécifiques de certaines voies de signalisation cellulaires (Mahoney et al., 2015).
Parmi ceux-ci, les anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 ont démontré leur tres grande efficacité
dans de nombreuses études pré-cliniques et en cliniques (Ali et al., 2016; Armand et al.,

2013; Grimaldi et al., 2016; Guo et al., 2015; Kroemer and Galluzzi, 2015; Lussier et al., 2015;
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Mamalis et al., 2014; Westin et al., 2014). En effet, ces anticorps agissent en bloquant
I'interaction entre les lymphocytes T, via leurs récepteurs PD-1, présents dans linfiltrat
tumoral et le ligand PDL1 présents a la surface des cellules tumorales. Cette interaction
permet le maintien des lymphocytes T sous leur forme inactive (Figure 39). Par conséquent,
en I'inhibant nous permettrions un retour a la forme active des cellules T (Yang et al., 2008).
Ceci signifie donc qu’il faut nécessairement avoir des infiltrats lymphocytaires dans nos
tumeurs pour que ces anticorps soient efficaces.

Ainsi, 'activation des lymphocytes T CD8", par la mort immunogénique ou bien par le CPA
directement en inhibant les lymphocytes Treg, qui vont détruire les cellules tumorales in situ
pourrait étre amplifiée par l'utilisation de ces anticorps. Des études in vivo doivent étre

effectuées afin de valider cette hypothese.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette
version

Figure 39 : Action des immunothérapies anti-PD1 et anti-PDL1 (Cancer Inmunology: PD-1 and Beyond).

Le systeme immunitaire peut éliminer les cellules cancéreuses via les lymphocytes T. Cependant, les
lymphocytes T sont finement régulés afin d’éviter des réactions auto-immunes. De nombreux cancers ont évolué
pour détourner ces contréles empéchant ainsi les lymphocytes T de tuer les cellules cancéreuses. Les
lymphocytes T possédent une protéine sur leur surface appelée PD-1 (en orange ci-dessus). Lorsque le récepteur
PD-1 se lie au ligand PD-L1 (jaune) sur la cellule cancéreuse, les lymphocytes T se désactivent. La plupart des
cellules cancéreuses présentent la protéine PD-L1 a leur surface et peuvent ainsi échapper a la mort en
désactivant les lymphocytes T de cette manieére. Les anticorps anti-PD-1 (Vert foncé) ou bien les anti-PD-L1 (vert
clair) peuvent empécher cette interaction et permettent aux lymphocytes T de rester actifs.
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3. Quelle voie d’injection des MSC est la plus efficace ?

Nous avons évalué l'efficacité de 2 voies d’administration : intra-tumorale et intra-
artérielle. L'injection intra-tumorale a montré des limites en terme de variabilité de Ila
quantité de MSC injectées dans la tumeur, ce qui n’a permis d’obtenir que 30% de guérison
chez les souris (Article 1). A l'inverse, l'injection intra-artérielle a montré une efficacité
intéressante permettant de I'intégrer a notre thérapie gene suicide. En effet, les résultats
encourageants observés avec la voie intra-artérielle (Article 2) nous ont conduit a définir une
nouvelle cible thérapeutique dans le cadre de notre stratégie, I’hépato-carcinome cellulaire
(HCC). Actuellement, le seul traitement curatif du HCC est la chirurgie. Cependant,
seulement 20 a 30% des patients sont éligibles a ce type d’opération. De plus, dans le cas de
métastases hépatiques du cancer du colon, un fort taux de rechute (environ 60%) est associé
a la résection de la métastase (Lafaro et al., 2016; Tzeng and Aloia, 2013). Le modeéle Vx2,
chez le lapin, est couramment utilisé comme modele pour les HCC. Les Vx2 sont des tumeurs
trés agressives qui métastasent de facon trés importante. (Lee et al., 2009).

Ainsi, des mises au point doivent étre réalisées dans le but de déterminer quelles
sont les conditions optimales de traitement pour obtenir la meilleure efficacité possible.
Dans ce but, nous allons réaliser différentes études chez le lapin développant des tumeurs
Vx2 dans lesquelles nous allons faire varier un parametre a la fois. En effet, la premiere
étude portera sur la quantité de CPA afin d’analyser sa toxicité et son efficacité a différentes
doses. Une fois déterminée, nous pourrons augmenter la quantité de MSC ainsi que le
nombre d’injections. Par ailleurs, le délai entre I'injection des MSC et le traitement devra
également étre étudié.

Autre point essentiel, nous avons travaillé sur des tumeurs artificielles (orthotopiques
ou non) dans tous nos modéles animaux, or celles-ci présentent un microenvironnement
tumoral différent de celui des tumeurs spontanées ou « naturelles ». C'est dans ce but précis
gue nous sommes entrés en contact avec une clinique vétérinaire qui réalise des études
« cliniques » sur des chiens développant des tumeurs spontanées (Tierny et al., 2015; Yu et
al., 2011). En effet, depuis plus de 10 ans, les études cliniques sur les chiens se sont
développées principalement dans le domaine du cancer car il existe tres peu de molécules
anti-cancéreuses mises sur le marché en clinique vétérinaire. Or, la premiére cause de

mortalité chez le chien est le cancer. De ce fait, les essais cliniques sur les chiens sont en
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pleine émergence car d’une part, ils offrent une possibilité de traitement et, dans le meilleur
des cas, de guérison pour les animaux et d’autre part, ils auraient un avantage considérable
pour le développement de nouvelles molécules (Grimm, 2016). Ces essais cliniques, de
phase « 0 », seraient une étape clé entre les études pré-cliniques (in vitro et in vivo sur les
rongeurs et une autre espéce) et les études cliniques chez 'Homme. Les avantages du
modele canin sont que les chiens présentent les mémes pathologies que ’'Homme, dont le
cancer et qu’ils sont soumis aux mémes facteurs de risques: environnement (pollution,
tabac...), nourritures parfois identiques (Grimm, 2016). Cependant, le développement des
tumeurs est plus rapide chez le chien que chez I’'Homme (6 mois versus 3 ans) ce qui facilite
et raccourcit les études. Les chiens présentent une diversité génétique tout comme
I'Homme en clinique, ce qui constitue un modele plus réaliste que les études sur les
rongeurs. Autre argument, les outils diagnostiques utilisés chez le chien sont identiques a
ceux utilisés chez I'étre humain. De plus, la taille de I'animal est plus proche de celle de
I"'Homme (allant de 5 Kg pour les plus petits jusqu’a 70 Kg pour les plus gros) ainsi les doses
utilisées seront proches de celles administrées chez ’'Homme. Concernant le co(t de ces
modeles canins, ils sont 10 fois moins couteux qu’un essai clinique chez 'Homme, mais 10
fois plus couteux qu’une étude sur des souris (Paoloni and Khanna, 2008). Ces essais
cliniques canins ont une importance capitale dans le développement de nouveaux
médicaments. Néanmoins, ils ne remplaceront pas les modeles murins qui restent
indispensables. L’association des deux modeles permettrait une meilleure évaluation du
médicament (métabolisme, pharmacocinétique, toxicité, activité, protocole
d’administration...),d’accélérer le développement d’essais chez I'Homme (Paoloni and
Khanna, 2008) et peut-étre de développer des produits vétérinaires.

Cette étude réalisée dans le but de pouvoir effectuer des « essais cliniques » chez
des chiens présentant des carcinomes hépato-cellulaires pourra, en fonction des résultats

obtenus, servir de tremplin pour un passage en clinique humaine (Phase I).

4. Comment développer des MSC humaines ? Greffe allologue ou autologue ?

Une des caractéristiques essentielles des MSC est qu’elles n’expriment pas les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type Il a leur surface et

expriment faiblement ceux du CMH-I (Griffin et al., 2010; Koppula et al., 2009). Par
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conséquent, les MSC ne sont donc pas détectées par le systeme immunitaire. Nous pouvons
imaginer développer une lignée humaine de MSC a partir d’un donneur sain qui exprimera le
gene suicide a de forts niveaux. L'utilisation des MSC allogéniques serait un gain de temps
important pour les patients étant donné qu’il faut compter 1 a 2 mois pour développer un
pool de MSC prélevé directement chez le patient exprimant le géne (en autologue). Or ces
patients, souvent a un stade avancé, ne peuvent se permettre d’attendre aussi longtemps
avant de recevoir un traitement.

Dans I’éventualité d’une application chez ’'Homme, nous allons devoir développer
des MSC humaines en qualité GMP. Cette étape est indispensable et requiert des locaux
adaptés pour une production en masse de MSC ainsi que de lentivirus qui permettront la
transduction des cellules et donc I'expression du gene suicide. Ainsi, il sera essentiel d’établir
un protocole de transduction efficace et surtout reproductible qui conduira a de forts
niveaux d’expression du gene suicide dans les MSC. Une autre possibilité pourrait étre
également d’utiliser un autre mode d’insertion que la transduction virale afin d’éviter le
risque potentiel d’insérer des séquences virales dans les MSC. En effet, le systeme CRIPSR-
Cas9 offre cette capacité d’insérer une séquence d’ADN et surtout de choisir la région
d’insertion au sein de la cellule hote (Jinek et al., 2012). Actuellement, peu d’études ont
utilisé ce systeme pour l'insertion de géne dans les cellules (Bachu et al., 2015). Néanmoins,
les recherches sur CRISPR-Cas9 sont en pleine expansion (Ceasar et al., 2016; Guan et al.,

2016; Mali et al., 2013; Ran et al., 2013)

5. Quels sont les différents aspects réglementaires a valider avant tout essai clinique

chez ’'Homme?

Du point de vue de la réglementation européenne, EMA (European Medicines
Agency), et francaise, ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits
de santé), des critéres doivent étre approuvés avant de pouvoir administrer un médicament
a I'Homme. Ces études ont pour but de limiter tout risque d’effets secondaires qui
contrebalanceraient |'effet thérapeutique attendu. Dans un premier temps, nous devrons
classer notre stratégie géne suicide (CYP2B6TM-RED) vectorisé par les MSC et couplé a un
traitement au CPA,. En effet, notre stratégie combine a la fois la thérapie génique par

I'insertion du gene suicide mais également de la thérapie cellulaire par l'utilisation des
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cellules souches MSC. Il faut donc tenir compte de ces 2 types de thérapies qui devront
valider plusieurs aspects réglementaires. Toutefois, beaucoup de points sont communs a ces
thérapies, avec néanmoins plus d’exigences pour la thérapie génique. Nous avons donc
décidé de qualifier notre stratégie de thérapie génique.

Ainsi, dans le cadre de ce type de thérapie, les points suivant restent a clarifier.

- Le choix de la dose: Il faut déterminer la dose létale 50 (DL50) a partir de

laguelle une toxicité est observée et conduit a la mortalité de 50% des animaux.
Ces études doivent étre réalisées avec une gamme de dose de CPA en partant
de celle a partir de laquelle un effet thérapeutique est observé.

- La toxicité : Ces études sont tres importantes et doivent étre réalisées en
suivant le méme protocole que celui prévu en clinique. Elles peuvent étre
menées sur une ou plusieurs espéces (meilleures conditions).

- Lintégration du géne : Il faut étudier I'intégration et la localisation du gene

suicide dans les MSC et également son intégration probable dans les organes et
tissus non cibles chez I'animal.

- La transmission germinale : Il faut déterminer s’il existe un risque de transfert

du gene suicide aux lignées germinales.

- Limmunogénicité et I'immunotoxicité: |1l faut étudier le potentiel

d’immunogénicité des MSC et du gene suicide, ainsi que I'immunité probable

des MSC apres plusieurs injections chez I'animal.

En plus de ces criteres a tester, d’autres études doivent aussi étre effectuées et sont
spécifiques a I'utilisation des cellules souches transduites. Parmi ces aspects, nous devons
vérifier :

- Lalibération du vecteur in vivo : Il nous faut confirmer qu’il n’y ait pas de risque

de dissémination du virus dans les tissus et organes, en particulier dans les
gonades, et dans I’environnement. La capacité de réplication et I'intégration du
virus dans les MSC doivent étre également examinées.

- Llinduction de changement cellulaire: 1l nous faut étudier l'effet de Ia

transduction des MSC, par le lentivirus, sur la morphologie cellulaire, le

phénotype, la fonction et le comportement.
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Dans ce but nous sommes donc entrés en contact avec une CRO (Contract Research
Organization) afin de réaliser la majorité de ces analyses et principalement les études
toxicologiques. Celles-ci ont un co(t assez conséquent ce qui nécessite la recherche de
financements.

Nous sommes conscient que le chemin est encore long avant de pouvoir atteindre les essais

cliniques chez ’'Homme (First-in-man).

6. Quelles sont les alternatives possibles pour notre stratégie géne suicide ?

En parallele des études sur les cellules souches mésenchymateuses utilisées comme
vecteurs pour notre géne suicide, nous avons eu la possibilité de tester un autre vecteur : il
s’agit du Poxvirus. Pour cela, nous sommes entrés en contact avec la société Transgene qui
développe des traitements contre les cancers mais aussi contre certaines pathologies
infectieuses (Hépatites B chronique, tuberculose...). Un de leurs produits phares est le virus
de la vaccine, ou poxvirus, avec lequel ils vectorisent différents genes: GM-CSF pour
I'induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale des tumeurs solides et FCU1 qui code
pour la protéine de fusion CD:UPRT qui est utilisée en traitement contre les tumeurs solides

http://www.transgene.fr/?page_id=11682&lang=fr#pipelinechart. Nous avons collaboré

avec eux (MTA) pour qu’ils puissent tester I'efficacité de notre géne suicide exprimé dans
leur poxvirus. Transgene réalise actuellement les études in vitro et réalisera les études in
vivo sur différents modeles de tumeurs humaines. Les avantages du poxvirus sont qu’il
présente une grande capacité d’expression de gene sans intégration au génome de la cellule
hote. De plus, I'enveloppe du poxvirus a été modifiée afin qu’il puisse s’exprimer dans les
tumeurs uniquement. Aprés injection par voie intraveineuse, le virus pourra aussi se
répliquer (réplication épisomale) et se propager au niveau du site tumoral. Nous attendons
de voir ce que donne les essais sur les souris puis, par la suite, nous pourrons comparer
I'efficacité du poxvirus avec celle des MSC exprimant notre gene suicide.

Au-dela de traiter les tumeurs solides, notre stratégie gene suicide présente aussi
une sécurité essentielle puisque les premieres cellules détruites par le CPA seront celles qui
exprimeront le géne suicide. De ce point de vue, nous pouvons imaginer utiliser notre gene
suicide comme un systeme de contrdle des cellules qui enclencherait leur autodestruction

par un simple traitement au CPA. Cette fonction pourrait avoir un intérét dans les
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immunothérapies cellulaires impliquant les lymphocytes T (CAR-T) (June et al., 2014). En
effet, un des effets secondaires grave de ces thérapies est le « syndrome de libération des
cytokines ». Ce relargage intense de cytokines dans I'organisme va conduire dans certains
cas extrémes au coma des patients (Uttenthal et al., 2012). Ainsi, nous pourrions utiliser
notre gene suicide en le faisant s’exprimer dans les CAR-T permettant de les éliminer avec
un traitement au CPA dans le cas ou ils entraineraient un effet toxique grave et non

supportable par le malade.

Malgré I'efficacité pré-clinique démontré de la thérapie gene suicide, les essais
cliniques ont montré des résultats peu probants, mettant en évidence des défauts des
systémes enzyme/pro-drogue. La faiblesse des combinaisons enzyme/pro-drogue réside
dans le fait que dans la majorité des cas les études in vivo ont été faites sur des souris nude,
ce qui ne permet donc pas de voir si une éventuelle réponse immunitaire est présente. Un
autre point important est que les stratégies gene suicide dont le métabolite actif est
phosphorylé, telles que HSV-TK/GCV, CD : UPRT/5-FC et DCK/Gemcitabine, présentent un
effet “by-stander” qui est dépendant des jonctions communicantes. Ceci a pour
conséquence de limiter la diffusion du métabolite a travers les cellules, car ces jonctions
sont inactivées dans la majorité des tumeurs, donc I'effet “by-stander” est peu efficace. En

outre, peu d’études ont été faites sur I'amélioration de I’activité catalytique de I'enzyme.

Ainsi, mon travail de thése a permis de montrer que notre systeme amélioré
CYP2B6TM-RED/CPA pouvait étre vectorisé efficacement par des cellules souches
mésenchymateuses, MSC, in vitro et in vivo, et présentait un effet “by-stander” puissant.
De plus, le systeme immunitaire est grandement impliqué dans notre stratégie, in vitro et in
vivo. Pour conclure, notre stratégie géne suicide : MSC-CYP2B6TM-RED/CPA posséde tous les

outils nécessaires pour un développement futur en clinique.
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RESUME

Les chimiothérapies actuelles manquent encore souvent d’efficacité et présentent de
nombreux effets secondaires déléteres. De ce fait, de nouvelles stratégies émergent, avec
parmi elles, la thérapie gene suicide qui consiste a transférer un gene qui va métaboliser une
pro-drogue en métabolites toxiques dans la tumeur. Nous avons choisi cette approche avec
un gene le CYP2B6 et une pro-drogue le cyclophosphamide. Ce gene-suicide a
précédemment été optimisé : CYP2B6TM-RED, I'existence d’un effet “by-stander” démontré
et une réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales mise en évidence.

Le premier objectif de mon travail était d’améliorer le transfert du gene suicide au sein des
tumeurs par l'utilisation de cellules souches mésenchymateuses (MSC). Nous avons
démontré I'efficacité de cette stratégie in vitro et in vivo sur des souris immunocompétentes
et sur des lapins. Nous avons également évaluées deux voies d’administration, intra-
tumorale et intra-artérielle. L'immunité anti-tumorale a été conservée avec ce systeme MSC-
CYP2B6TM-RED + CPA.

Mon deuxieme objectif était d’étudier I'implication du systeme immunitaire dans la réponse
au traitement par notre stratégie gene suicide. Nous avons démontré que notre approche
induisait aussi une mort immunogénique des cellules tumorales qui pourrait étre a |'origine
de la réponse immune observée lors des études in vivo.

Ainsi, notre thérapie gene suicide constituerait un traitement prometteur pour les tumeurs
solides.

ABSTRACT

Current chemotherapies often lack efficiency and causes many side effects. Therefore
new strategies emerge, among them the suicide-gene therapy. It consists in expressing a
suicide-gene which will convert a pro-drug into cytotoxic metabolites in the tumor. We
chosen Cyclophosphamide as pro-drug and CYP2B6 as gene. It has been previously optimized
(CYP2B6TM-RED), and a “by-stander” effect and an immune response against tumor cells
were present upon this treatment.
The first objective of my work was to improve the transfer of the suicide gene in tumors
through the use of mesenchymal stem cells (MSCs).
The efficacy of this strategy was demonstrated in vitro and in vivo on immunocompetent
mice and rabbits. We also evaluated different types of MSCs injection: intra-tumoral and
intra-arterial. Anti-tumor immune response has also been observed with our MSC-
CYP2B6TM-RED + CPA system.
My second objective was to investigate the involvement of the immune system in our
suicide gene strategy. We have demonstrated that our suicide gene therapy also induced an
immunogenic cell death towards tumor cells that could cause the immune response
observed in vivo studies.
Thus, our suicide-gene therapy approach is a promising treatment for solid tumors to test in
future clinical trials.
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