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Therapie genique
anticancéreuse par genes
suicides: du gene

a l'essai therapeutique

Le premier systeme de gene suicide développé pour un
usage de thérapie génique utilise la thymidine kinase du
virus Herpes simplex de type 1 (HSV1-TK). Cette enzyme est
capable de phosphoryler le ganciclovir, un analogue nucléo-
sidique dont la forme triphosphate est fortement toxique
pour les cellules en division. Dans ce systeme, la toxicité
induite est conditionnelle, restreinte aux cellules en cycle et
engendre un important effet de voisinage assurant la des-
truction de cellules tumorales non transduites. Cette
approche a été largement validée par des études précli-
niques chez I’animal et fait maintenant I’objet de nombreux
essais cliniques. Les premiers résultats ont révélé une excel-
lente tolérance a la thérapie génique par gene suicide. Tou-
tefois, I'efficacité du traitement reste aujourd’hui limitée
par I’efficacité du transfert de gene. L’amélioration des vec-
teurs, 'optimisation des méthodologies de ciblage ainsi
qu'une meilleure compréhension de I’effet de voisinage,
et notamment sa composante immunologique, devraient
maintenant permettre d’améliorer I’efficacité thérapeutique.

]l existe de nombreuses situations

cliniques pour lesquelles I’objectif

thérapeutique principal est de

détruire des cellules plutot que de

les réparer. C’est notamment le cas
du traitement du cancer ou il n’est pas
nécessaire d’obtenir la «rédemption »
de la cellule tumorale mais tout simple-
ment son élimination. Le transfert de
genes capables d’entrainer une toxicité
sélective dirigée contre les cellules
transduites offre de nouvelles perspec-
tives pour atteindre cet objectif.

Concept et propriétés
des génes suicides:
le systeme TK/GCV

Les génes codant pour les toxines,
notamment d’origine bactérienne, ne
sont pas adaptés a un usage de théra-
pie génique. En effet, ces toxines sont
trés (trop) puissantes et leur usage
nécessiterait un controle parfait du
ciblage et de la transcription du geéne
dans les cellules a détruire. En outre,

leur toxicité est incompatible avec m———
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I'obtention de lignées cellulaires pro-
ductrices de virus recombinants, et
elles ne pourraient donc étre utilisées
qu’avec des vecteurs non viraux. Pour
toutes ces raisons, des systémes
capables de controler une toxicité
conditionnelle ont été développés.
Leur principe général est d’utiliser
des génes codant pour une protéine
conférant une activité enzymatique
normalement absente des cellules
cibles de la thérapeutique, et qui per-
met le métabolisme d’une pro-molé-
cule non toxique en un composé hau-
tement toxique. Ainsi, 'activité
toxique du systéme est parfaitement
controlée par I'administration de la
pro-molécule, que ce soit in vitro pour
la production des vecteurs recombi-
nants ou in vivo lors d’une utilisation
clinique.

Le premier systtme de geéne suicide
développé pour un usage de thérapie
génique utilise l'activité enzymatique
de la thymidine kinase du virus
Herpes simplex de type 1 (HSVI-TK).
L’origine de ce systéme remonte aux
travaux de G. Elion ¢t al. sur la mise au
point d’analogues nucléosidiques anti-
herpétiques. C’est ainsi qu’ont été
développés I'aciclovir (ACV) [1] et le
ganciclovir (GCV) [2], deux ana-
logues nucléosidiques de la guanosine
qui ne sont pas (ou treés peu) phos-
phorylés par les kinases cellulaires. En
revanche, ces deux analogues nucléo-
sidiques sont tres efficacement méta-
bolisés par la HSVI-TK en un com-
posé monophosphorylé qui est ensuite
transformé en métabolites di- et tri-
phosphates (TP) par des enzymes cel-
lulaires (figure IA). L’activité antiher-
pétique de TACV-TP et du GCV-TP est
fondée en partie sur I'inhibition de la
réplication virale ainsi que sur I'induc-
tion de la mort des cellules infectées
par incorporation du GCV-TP dans les
chaines d’ADN en cours d’élongation
[3, 4]. Plus tard, Moolten a montré
que la transfection du seul gene HSVI-
TK, en dehors de toute infection
virale, suffisait a induire la mort cellu-
laire lorsque les cellules sont traitées
par le ganciclovir [5].

Depuis, de nombreux groupes ont
montré que l'expression d’HSVI-TK
dans différents types cellulaires, qu’il
s’agisse de lignées de cellules tumo-
rales ou de cellules primaires, permet
de tuer ces cellules in vitro avec des
concentrations de ganciclovir qui

s sont habituellement 100 a 10000 fois
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Figure 1. Principe des génes suicides: le systéeme HSV1-TK/GCV. A. Le gan-
ciclovir (GCV), pro-médicament inactif, est phosphorylé en GCV monophos-
phate (GCV-MP) par HSV1-TK, a la différence des kinases cellulaires qui sont
incapables de catalyser cette étape. Le GCV-MP est ensuite métabolisé en
GCV di- puis triphosphate (GCV-TP) par des kinases cellulaires. Le GCV-TP
est alors incorporé dans I’ADN en élongation, entrainant la mort des cellules
en division. B. Profil de phosphorylation du GCV radiomarqué en chromato-
graphie FPLC. Les fibroblastes 3T3-NIH sont incapables de phosphoryler le
GCV. L’expression de HSV1-TK (3T3-TK) permet la formation de GCV-TP.
L’IC,, de ces cellules devient alors inférieure a 0,1 uM, soit une concentration
de GCV inférieure d’au moins trois log,, a I'lCs, des cellules 3T3-NIH paren-
tales. C. Mort cellulaire induite par le GCV. Les fibroblastes HSV1-TK* en divi-
sion incorporent le GCV-TP dans I’ADN en élongation, induisant I’'apoptose
(bleu, coloration nucléaire par Hoescht 33342, vert, fragmentation de ’ADN
objectivée par la méthode TUNEL).
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Figure 2. Effet de proximité in vitro. Des fibroblastes HSV1-TK/lacZ* sont co-cultivés avec des fibroblastes HSV1-
TK*/lacZ-. Les premiers présentent une coloration nucléaire bleue aprés action d’un substrat chromogene mais
n’incorporent pas l'iodo-désoxycitidine (IDC) radio-marquée. Les seconds ne sont pas colorés en bleu mais incorpo-
rent I'IDC (grains noirs nucléaires a I'autoradiographie). A. La présence de cellules & noyau bleu et grains noirs
indique le passage d’IDC phosphorylé d’une cellule HSV1-TK*/lacZ- vers une cellule HSV1-TK-/lacZ*. La fréquence
d’apparition de ces cellules dépend de la densité de la culture, et donc de la probabilité de contacts cellulaires. B. La
mort cellulaire induite par le GCV entraine la formation de corps apoptotiques. C. Les cellules peuvent capter de tels
corps apoptotiques libérés par des cellules avoisinantes, ce qui déclenche alors I'apoptose.

inférieures aux concentrations
toxiques pour les cellules n’expri-
mant pas HSVI-TK (10 a 100 fois seu-
lement pour I’aciclovir), ce qui
explique que cette molécule n’est pas
utilisée pour une application antitu-
morale [6, 7] (figure 1B). La mort cel-
lulaire résulte du blocage de I’élon-
gation de 'ADN par incorporation
du GCV-TP qui conduit au déclen-
chement d’une apoptose cellulaire,
d’ou le terme de «géne suicide »
(figure 1C). Ce mécanisme d’action
implique donc une toxicité restreinte
aux cellules en division.

L’effet de voisinage
in vitro

L’efficacité du systéeme HSVI-
TK/GCV au niveau unicellulaire est
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excellente. Cependant, l'utilisation
de cette stratégie pour le traitement
de tumeurs qui peuvent contenir plu-
sieurs milliards de cellules ne serait
pas envisageable s’il était nécessaire
de transférer le géne dans chacune
des cellules tumorales. En fait, il est
d’emblée apparu qu’in vitro comme
in vivo, il suffit qu’une fraction des
cellules (parfois de moins de 5 %)
d’une culture ou d’une masse tumo-
rale exprime le géne HSVI-TK pour
que la totalité des cellules soit
détruite par le ganciclovir [5].

Le mécanisme de cet «effet de voisi-
nage » est probablement multifacto-
riel. In vitro, le transfert d’'un méta-
bolite phosphorylé du ganciclovir de
cellule a cellule, par I'intermédiaire
de jonctions communicantes (gap
junctions), semble étre le mécanisme

moléculaire le plus important
(figure 2) [8, 9]. Néanmoins, un effet
de voisinage persiste lors de l'utilisa-
tion de lignées cellulaires déficientes
en connexines et donc incapables
d’établir de telles jonctions. Cela sug-
geére l'intervention d’autres méca-
nismes, notamment la transmission
d’un signal apoptotique qui pourrait
impliquer le captage de corps apop-
totiques par les cellules non trans-
duites (figure 2) [10]. Il convient de
noter qu’il n’y a pas d’effet de voisi-
nage in vitro lors de 'utilisation de
cellules poussant en suspension,
comme les cellules lymphoides [11,
12].

Le systtme HSVI-TK/GCV possede
donc plusieurs propriétés particulie-
rement avantageuses pour une utili-
sation en thérapie génique anticancé-
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reuse. La toxicité est conditionnelle,
parfaitement controlée par I’adminis-
tration de la pro-molécule; 'index
thérapeutique est tres élevé; la toxi-
cité est restreinte aux cellules en divi-
sion; il existe un important effet de
voisinage.

Les autres systemes
de geéne suicide/
pro-molécule

Plusieurs autres systeémes de genes
suicides et de pro-molécules ont été
développés pour une éventuelle utili-
sation en thérapie génique [7]. Le
gene bactérien codant pour la cyto-
sine désaminase — dont la fonction
physiologique est de transformer la
cytosine en uracile — est également
capable de transformer la 5-fluoro-
cytosine en b-fluoro-uracile, une
molécule trés toxique déja utilisée en
chimiothérapie anticancéreuse. La
xantine-guanine phosphoribosyl
transférase d’Escherichia coli trans-
forme un analogue de la xantine, la
6-thioxantine, en un composé qui
s’incorpore a ’ADN en réplication,
entrainant la mort cellulaire. Le cyto-
chrome P450-2B1 est capable de
transformer le cyclophosphamide en
son métabolite actif, le 4-hydroxy-
cyclophosphamide [13]. Ce composé
est instable et donne naissance spon-
tanément a du phosphoramide mou-
tarde et a de I'acroléine. Cette der-
niére se fixe de facon covalente a
I’ADN, entrainant la mort cellulaire
lors d’une réplication ultérieure de
I’ADN. Cette propriété est intéres-
sante car la toxicité ne nécessite pas
la division cellulaire au moment du
traitement, mais n’est révélée que
lors d’une division ultérieure. Ces
différents systémes de genes suicides
pourraient représenter des alterna-
tives au systtme HSVI-TK/GCV ou
étre utilisés de facon conjointe, avec
ou sans radiothérapie concomitante,
dans la mesure ou il existe alors sou-
vent un phénomeéne supra-additif de
leurs effets [14-17].

Thérapie génique
de tumeurs solides
expérimentales
chez I’'animal

Les premieres démonstrations d’une
efficacité des génes suicides pour une

meessses thérapie génique antitumorale ont
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été obtenues apres transfert de geéne
par des rétrovirus recombinants.
Comme lefficacité du transfert de
génes par injection des cellules
d’encapsidation dans les tumeurs est
plus efficace que par injection des
particules rétrovirales purifiées [18],
c’est cette stratégie qui a été utilisée
pour le traitement de tumeurs céré-
brales et de métastases hépatiques
chez le rat.

Culver et al. ont injecté, par voie sté-
réotaxique, des cellules gliomateuses
dans un hémisphere cérébral [19].
Cinq jours plus tard, des cellules
d’encapsidation produisant des rétro-
virus recombinants véhiculant HSV1-
TK ont été injectées au méme site.
Les auteurs ont alors observé une
absence de développement tumoral
chez 11 animaux sur 14 a I'issue d’un
traitement de cinq jours par le ganci-
clovir. Ce modele a montré qu’il était
possible de prévenir le développe-
ment de tumeurs microscopiques
mais ne permettait pas d’évaluer le
traitement de tumeurs macrosco-
piques, trop rapidement létales.
L’efficacité de ce systéme pour le
traitement de tumeurs établies a été
montrée dans un modele de méta-
stases hépatiques de cancer colique
[20]. Les cellules d’encapsidation
étaient alors injectées directement
dans les nodules macroscopiques lors
d’une laparotomie. Aprés traitement
par le ganciclovir, il a été observé
une réduction significative de la taille
des tumeurs qui sont méme apparues
entierement détruites dans un grand
nombre de cas, et remplacées alors
par une cicatrice fibreuse sans
atteinte du parenchyme sain avoisi-
nant (figure 3).

Les genes suicides ont maintenant été
utilisés dans de nombreux systemes
de tumeurs expérimentales, de diffé-
rente nature histologique et affectant
différents tissus ou organes. Dans ces
expériences, le géne suicide était
véhiculé par différents types de vec-
teurs, des rétrovirus [21], des adéno-
virus [22] ou des herpésvirus recom-
binants [23]. Dans la plupart des cas,
une excellente efficacité antitumorale
a pu étre obtenue. Il convient de
noter que les doses de ganciclovir uti-
lisées dans ces expériences (50-
150 mg/kg/jour) sont plus élevées
que celles utilisées chez ’homme
(10 mg/kg/jour). Toutefois, en rai-
son de pharmacocinétiques diffé-

rentes, ces doses aboutissent généra-
lement a des concentrations plasma-
tiques équivalentes chez ’homme et
chez le rongeur. Il n’existe que peu
d’études comparant différents sys-
temes d’administration du géne sui-
cide. C’est toutefois le cas du glio-
blastome dans lequel le transfert du
géne suicide par injection de vec-
teurs adénoviraux ou de cellules
d’encapsidation a permis d’obtenir
une efficacité équivalente appréciée
sur les courbes de survie des animaux
traités [24].

Toutes ces expériences ont utilisé des
modeles de tumeurs dites «trans-
plantées », qui sont obtenues par
injection en différents sites de
lignées tumorales cultivées in vitro.
Ces modeles sont classiquement utili-
sés pour I'évaluation de toute straté-
gie thérapeutique antitumorale,
qu’elle soit de chimiothérapie ou de
thérapie génique. Cependant, ces
tumeurs différent notablement des
tumeurs spontanées telles qu’elles
apparaissent chez I’homme. Nous
avons récemment observé une excel-
lente efficacité d’un traitement par
gene suicide dans un modéle de
tumeur mammaire se développant
in situ a la suite de I'administration
d’un agent carcinogeéne chez le rat

[25].

L’effet de voisinage
in vivo

Ces différentes expérimentations ani-
males ont révélé I'importance de
I’effet de voisinage pour expliquer
I’efficacité antitumorale. En effet,
quelles que soient les tumeurs et les
méthodes de transfert de genes, le
pourcentage de cellules transduites
dépasse rarement 10%. La destruc-
tion de la totalité d’'une masse tumo-
rale par le systeme HSVI-TK/GCV
implique donc l'existence d’un
important effet de voisinage in vivo
dont les mécanismes semblent de
nature essentiellement immunolo-
gique.

Les premiers arguments allant dans
ce sens ont été I'observation d’une
infiltration importante des tumeurs
traitées par des cellules du systeme
immunitaire, aussi bien des cellules
présentatrices d’antigénes que des
lymphocytes T CD4* et CD8* [20].
Cette infiltration est constamment
retrouvée dans tous les modeéles
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tumoraux que nous avons étudiés. La
démonstration de l'implication du
systéme immunitaire dans l'effet de
voisinage est ensuite venue d’expé-
riences réalisées chez des animaux
immunodéprimés chez lesquels 1’effi-
cacité thérapeutique du systéme est
toyjours diminuée. Ainsi, nous avons
observé que le traitement de méta-
stases hépatiques de cancers colorec-
taux par le systeme HSVI-TK/GCV
est deux fois moins efficace chez la
souris nude que chez des souris
immunocompétentes [26].

L’implication du systéme immuni-
taire dans I'effet de voisinage nous a
amenés a nous interroger sur la pos-
sibilité que cet effet opére non seule-
ment au niveau d’une tumeur traitée
mais puisse également agir sur les
tumeurs non traitées a distance, ce
qui pourrait avoir une importance
thérapeutique pour le traitement de
tumeurs métastatiques. Nous avons
pu ainsi montrer que le traitement
par le ganciclovir d’'une métastase
hépatique exprimant HSVI-TK abou-
tit non seulement a I’éradication de
cette tumeur mais aussi a une dimi-
nution trés significative du volume de
plusieurs autres métastases hépa-
tiques implantées dans un autre lobe
hépatique (figure 3) [27]. L’absence
d’utilisation de vecteur viral dans ces
expériences élimine la possibilité
d’un transfert de géne dans les méta-
stases non traitées et I’absence de
contact entre les différentes méta-
stases élimine toute possibilité de
transfert direct de métabolites du
ganciclovir. En revanche, toutes les
métastases se sont révélées infiltrées
par des cellules du systéeme immuni-
taire. Dans le systeme des tumeurs
mammaires chimio-induites, nous
avons également observé une infiltra-
tion lymphocytaire avec régression
de toutes les localisations tumorales
alors que les vecteurs rétroviraux
n’étaient injectés que dans I'une de
ces tumeurs multiples (figure 3) [25].
Enfin, 'effet de voisinage est égale-
ment observé lors du traitement de
tumeurs cérébrales expérimentales et
peut s’accompagner du développe-
ment d’une réponse immunitaire
antitumorale [22, 28, 29].

Les mécanismes immunologiques de
I’effet de voisinage ne sont pas
connus avec précision a ’heure
actuelle, en particulier en ce qui
concerne la nature des effecteurs cel-

m/s n° 5, vol. 15, mai 99

lulaires impliqués et la participation
d’une réponse immunitaire dirigée
contre le vecteur lui-méme. Il pour-
rait impliquer au moins partielle-
ment la production de cytokines [30,
31].

Au total, ces résultats suggérent que
Ieffet de voisinage in vivo possede
une composante immunologique
majeure dont l'action s’exerce non
seulement sur les tumeurs traitées
mais également sur les tumeurs a dis-
tance. L’élucidation de ses méca-
nismes devrait permettre d’amplifier
cet effet et d’améliorer l'efficacité du
traitement.

Genes suicides
et hémopathies malignes

En raison de leur caractére dissé-
miné, les hémopathies malignes se
prétent peu ou pas aux stratégies
d’administration intratumorale de
vecteurs de transfert de genes. La
premiere utilisation des genes sui-
cides dans ce cadre a été proposée en
1990 par Moolten et al. dans un
modele de souris transgéniques
exprimant HSVI-TK dans les lympho-
cytes [32]. Chez ces animaux, il a été
possible d’obtenir des régressions
d’un lymphome viro-induit par admi-
nistration de ganciclovir. Ces résul-
tats restent toutefois limités pour ce
qui concerne une éventuelle applica-
tion clinique dans la mesure ou il ne
semble pas possible de cibler effica-
cement la totalité des cellules lym-
phomateuses et qu’il n’y a pas d’effet
de voisinage avec ce type de cellules.
En 1991, nous avons proposé une
approche différente reposant sur le
contréle pharmacogénétique de la
réponse immunitaire dans le cadre des
greffes de moelle osseuse allogéniques
[33]. En effet, dans plusieurs types de
leucémies, la présence de lymphocytes
T dans le greffon médullaire est asso-
ciée a un puissant effet antitumoral
ainsi qu’a des effets bénéfiques sur la
prise de greffe et la reconstitution
immunitaire. Toutefois, leur présence
est également associée a un risque
élevé de maladie du greffon contre
I'hote (GVH, graft versus host) au pro-
nostic redoutable. Il en résulte un véri-
table dilemme puisque la présence des
lymphocytes T expose le patient a la
GVH alors que leur absence du gref-
fon entraine la survenue fréquente de
rechutes leucémiques [34]. L’utilisa-

tion d’'un greffon médullaire déplété
en lymphocytes T, supplémenté en
lymphocytes T du donneur exprimant
HSVI-TK, permet de prévenir efficace-
ment la survenue d’'une GVH mortelle
lors de I'administration de ganciclovir
[11, 35, 36]. L’intérét de cette
approche est son apparente sélectivité
pour les lymphocytes T responsables
de la GVH (lymphocytes T alloréactifs
en division, activés au contact des cel-
lules du receveur et donc sensibles au
ganciclovir) et I'absence d’immuno-
suppression généralisée qui en résulte.

Etude de Ia toxicité
du systeme chez I'animal

Les expérimentations animales réali-
sées aussi bien chez le rongeur que
chez le primate ont montré une
bonne tolérance a I'injection des cel-
lules d’encapsidation produisant les
rétrovirus recombinants véhiculant
HSVI-TK [37]. En revanche, 'injec-
tion intracérébrale, chez le singe, de
vecteurs adénoviraux véhiculant
HSVI-TK a entrainé des effets secon-
daires graves, majorés apres traite-
ment par le ganciclovir, et parfois
mortels [38, 39]. Pour ce méme type
de vecteur, les injections hépatiques
ont également donné lieu a une
importante toxicité [40, 41]. Dans ce
dernier cas, les résultats suggerent
que la toxicité hépatocytaire du gan-
ciclovir pourrait s’observer en
I’absence de prolifération cellulaire.

| Etudes cliniques

Un grand nombre de protocoles thé-
rapeutiques fondés sur l'utilisation
du systeme HSVI-TK/GCV dans le
domaine du cancer ont été débutés
dans le monde [42]. A ce jour, les
résultats de six principales études ont
été publiés.

Le premier protocole de thérapie
génique fondé sur I'utilisation des
genes suicides s’adressait a des
patients présentant des tumeurs céré-
brales de types trés variés (tumeurs
gliales, mais aussi métastases) qui
recevaient des injections stéréo-
taxiques de cellules d’encapsidation
véhiculant HSVI-TK, sans exérese
neurochirurgicale [43]. Les résultats
de cette étude ont été percus comme
plutdt négatifs, dans la mesure ou
Pefficacité du transfert de genes sem-

blait trées modeste et I'efficacité cli- m——
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Figure 3. Effet
de génes sui-
cides sur des
tumeurs expé-
rimentales
in vivo. A. Injec-
tion de cellules
d’encapsidation
produisant des
vecteurs rétro-
viraux HSV1-TK
dans un adéno-
carcinome
expérimental
hépatique chez
le rat. Aprés
5 jours de gan-
ciclovir, la des-
truction tumo-
rale est totale,
entourée par de
la fibrose avec
présence d’un
infiltrat mono-
nucléé et res-
pect du paren-
chyme sain
environnant. B.
Effet de proxi-
mité s’exercant
sur une tumeur
HSV1-TK- aprés
traitement par
le ganciclovir
(droite) lorsque
celle-ci est
située a dis-
tance d’une

tumeur HSV1-
TK* dans le foie
! (gauche, ici
e . avant ganciclo-
2 LTS vir). C. Immu-
nodétection
d’'un infiltrat
lymphocytaire
CD8 au sein
d’une tumeur
mammaire chi-
- mio-induite
’ ' traitée in situ

i par HSV1-TK
Lol . | avant (gauche)
- . et apres (droite)

: administration

nique difficile a évaluer [44]. Cepen-
dant, plusieurs données viennent
relativiser ces conclusions. Tout
d’abord, comme cela est précisé par
les auteurs, ce protocole a été réalisé
avec une lignée d’encapsidation pro-
duisant des rétrovirus recombinants
avec un titre tres faible, 100 fois infé-
rieur aux lignées maintenant utilisées
par ce méme groupe ou par d’autres

s ¢quipes. Ce titre faible était proba-
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de ganciclovir.

blement lié a la présence d’un site de
polyadénylation interne au geéne
HSVI-TK utilisé, ce qui réduisait
considérablement le nombre des
transcrits fonctionnels produits dans
les cellules d’encapsidation. Les
auteurs ont supprimé ce site dans un
second vecteur retroviral, obtenant
alors des titres infectieux 100 fois
plus élevés [45]. Par ailleurs, la stra-
tégie d’injection stéréotaxique sans

exérese chirurgicale de la tumeur
pourrait ne pas étre optimale pour le
traitement de tumeurs cérébrales. En
effet, I'injection d’un volume relati-
vement important de liquide conte-
nant les cellules d’encapsidation
s’accompagne d’une augmentation
de la pression intracridnienne et, tres
probablement, d’une fuite du pro-
duit injecté vers le centre de la
tumeur qui est souvent nécrotique. I
faut néanmoins noter I'existence de
certains éléments d’efficacité,
comme la disparition de résidus
tumoraux, mise en évidence par ima-
gerie par résonance magnétique
(IRM) au décours du traitement par
le ganciclovir. Enfin, une autre publi-
cation a récemment apporté des élé-
ments supplémentaires sur la bonne
tolérance de cette approche [46].
Nous avons réalisé deux essais cli-
niques portant sur le traitement du
mélanome métastatique et du glio-
blastome [47, 48]. Les résultats obte-
nus a ce jour sur plus d’'une trentaine
de patients montrent tout d’abord
que ce traitement est tres bien toléré.
En effet, dans ces deux études, nous
n’avons observé aucun effet secon-
daire grave lié au traitement (grade
OMS supérieur a 2) [49, 50]. En
outre, nous avons pu réaliser des
injections répétées des cellules
d’encapsidation sans effet secondaire
notable (3 injections dans les mémes
nodules métastatiques de mélanome
malin a 5 jours d’intervalle). Cette
bonne tolérance est un élément
essentiel pour la suite du développe-
ment de ces thérapeutiques.
Pendant I’administration du ganci-
clovir, il a été observé une réduction
modeste du volume des métastases
de mélanome traitées. Par ailleurs,
I’étude histologique des tumeurs a
montré, chez plusieurs patients, une
augmentation de la nécrose tumorale
apres traitement. Cependant, une
progression de la maladie a été
observée dans tous les cas. Ces résul-
tats sont a mettre en rapport avec la
relative inefficacité du transfert de
géne qui se heurte a la survie tres
courte des cellules d’encapsidation
en raison de leur origine murine. Ces
cellules xénogéniques sont en effet
rapidement lysées in vitro par le
sérum humain non décomplémenté,
du fait notamment de la présence
d’anticorps naturels dirigés contre
certains motifs glucidiques absents

m/s n° 5, vol. 15, mai 99



des cellules humaines [51]. L’utilisa-
tion de cellules d’encapsidation
d’origine humaine devrait permettre
une survie plus prolongée des cel-
lules et une amélioration du transfert
de genes [52].

Pour le traitement du glioblastome,
I'efficacité thérapeutique a été éva-
luée, d’'une part, par I’étude des réci-
dives tumorales en IRM et, d’autre
part, par I'analyse de la survie des
patients. De facon similaire aux résul-
tats de Ram et al. [43], nous avons pu
observer, chez certains patients, des
images de régression de la prise de
contraste IRM postopératoire immé-
diate, image considérée comme un
résidu tumoral. Ces éléments sont
donc évocateurs de la destruction
d’une zone tumorale non réséquée
en totalité lors de I'intervention neu-
rochirurgicale. Le critere d’efficacité
(absence de récidive tumorale visible
a'IRM 4 mois apreés I'intervention) a
été atteint pour 4 des 18 premiers
patients traités. Alors que la survie
médiane des patients non répon-
deurs est d’environ 7 mois — une
valeur comparable a celle des survies
habituellement observées dans ce
type de maladie —, elle est significati-
vement augmentée a environ 18 mois
chez les patients répondeurs. Bien
que l'interprétation d’un cas unique
doive rester prudente, une survie
sans récidive de 3 ans a été obtenue
chez une patiente, ce qui reste excep-
tionnel dans le cas d’un glioblastome
a ce stade d’évolution.

Ces résultats soulignent la différence
entre l'utilisation des cellules
d’encapsidation d’origine murine
pour traiter des tumeurs périphé-
riques ou des tumeurs cérébrales. La
survie des cellules d’encapsidation
murines est meilleure dans le systéme
nerveux central, probablement parce
que le liquide céphalorachidien n’a
qu’une faible activité lytique anti-
xénogénique comparativement a
celle du sérum [53].

Il n’existe a ce jour qu’un seul rap-
port publié concernant une étude
clinique utilisant des adénovirus
véhiculant HSVI-TK [54]. L’injec-
tion intrapleurale de tels virus
jusqu’a des doses de 10'? ufp (unités
formant plages) a été relativement
bien tolérée chez des patients qui
présentaient un mésothéliome. Le
transfert de géne a pu étre détecté
chez 11 des 20 patients analysables,
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ceux ayant recu les plus fortes doses
de virus injectées (= 10'' ufp).
L’efficacité clinique du traitement
n’était pas évaluable dans cette
étude de phase I regroupant des
patients & des stades tres divers de
leur maladie. Dans le domaine des
tumeurs cérébrales, des essais cli-
niques utilisant des adénovirus
HSV1-TK sont en cours [55]. Leurs
résultats permettront d’évaluer la
tolérance et 'efficacité de ces vec-
teurs par rapport aux rétrovirus.
Enfin, dans le domaine des hémopa-
thies malignes, I’étude pilote de Bor-
dignon et al. a montré que I’on pou-
vait obtenir un effet antitumoral chez
des patients présentant un lym-
phome lié au virus d’Epstein-Barr ou
une rechute leucémique apres une
greffe de moelle osseuse déplétée en
lymphocytes T grace a I’administra-
tion différée de lymphocytes T géné-
tiquement modifiés HSV1-TK* du
méme donneur [56]. Dans ce proto-
cole, I'administration de ganciclovir
a permis de controler deux cas de
GVH aigué qui se sont déclarés apres
administration de ces lymphocytes T.
D’autres essais cliniques, reposant sur
I'utilisation de lymphocytes T HSV1-
TK*, sont en cours [57, 58].

| Perspectives

Comme toute autre thérapeutique
nouvelle, la thérapie génique fait
I'objet d’un développement clinique
progressif qui devra répondre succes-
sivement a des questions concernant
la sécurité et la tolérance au traite-
ment (essais de phases I et I-II), les
premiéres indications d’efficacité
(phase II) et la démonstration d’une
efficacité grace a des essais controlés
(phases II-III et III).

Des données publiées aujourd’hui sur
I'utilisation de HSVI-TK dans la théra-
pie génique antitumorale montrent
que l'utilisation de ce systéme est en
général tres bien tolérée. La plupart
des thérapeutiques anticancéreuses
radiothérapiques ou chimiothéra-
piques entrainent généralement des
effets secondaires importants chez
des patients dont I'espérance de vie
est réduite. La bonne tolérance de la
thérapie génique par génes suicides
permet de continuer le développe-
ment de cette approche méme si son
efficacité reste aujourd’hui encore
modeste, en termes de bénéfice thé-

Figure 4. Effet de la thérapie génique
du glioblastome chez I’'homme. Ima-
gerie par résonance magnétique
nucléaire avant (A) et 15 mois apres
traitement (B) par injection de cel-
lules d’encapsidation murines pro-
duisant un vecteur rétroviral HSV1-
TK, et 14 jours de ganciclovir chez un
patient répondeur.

rapeutique individuel comme de frac-
tion des patients répondeurs. Il est
important de mentionner que
I’approche HSVI-TK/GCV est la pre-
miere a avoir donné lieu a un essai de
phase III randomisé dont les résultats
devraient permettre de juger de l'effi-
cacité du vecteur et de la procédure
utilisés.

L’efficacité du transfert de geénes nous
semble aujourd’hui la premiére limi-
tation de lefficacité thérapeutique.
Nous avons déja discuté de la survie

trop courte des cellules d’origine m—————
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murine injectées dans les tumeurs
périphériques, probablement respon-
sable d’'un transfert de genes insuffi-
sant. De la méme manieére, les don-
nées de notre essai sur le glioblastome
nous permettent de penser que le fac-
teur principal conditionnant la
réponse au traitement tient a la moda-
lit¢é d’administration du vecteur. En
effet, les injections de cellules
d’encapsidation sont réalisées de
facon aussi homogéne que possible
sur ’ensemble des marges de la cavité
opératoire. Cependant, la diffusion de
ces cellules aux sites d’injection est
probablement trés limitée et le
ciblage correct des reliquats tumoraux
postopératoires est donc relativement
aléatoire. L’amélioration des vecteurs
et des stratégies de ciblage pourrait
donc permettre d’améliorer I'effica-
cité du transfert de geénes et ainsi
Iefficacité thérapeutique. En effet, le
systeme des geénes suicides parait pré-
senter toutes les qualités requises
pour obtenir une excellente efficacité
pour peu que le transfert de genes
soit suffisant. Enfin, une meilleure
compréhension des mécanismes
impliqués dans 'effet de voisinage et
notamment sa composante immuno-
logique devrait permettre d’améliorer
encore Defficacité du systeme en utili-
sant mieux cet effet. A ce titre, il
conviendra d’analyser les contribu-
tions respectives a I'effet thérapeu-
tique de la mort cellulaire induite par
le ganciclovir et de I'injection de cel-
lules xénogéniques.
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Summary

Suicide gene-based anti-cancer gene therapy: from the gene to clinical trials

Suicide genes encode enzymes that
are capable of converting a non
toxic prodrug into toxic metabo-
lites. The Herpes simplex type 1 thy-
midine kinase and the prodrug gan-
ciclovir which it phosphorylates
define the prototypic suicide gene
system endowed with interesting
properties for a clinical use, notably
for cancer treatment. Toxicity is
due to DNA elongation impairment
by triphosphorylated ganciclovir,
providing specificity for dividing
cells; there exists a major bystander
effect by which untransduced divi-
ding cells are killed together with
transduced dividing cells during
ganciclovir treatment, providing
efficacy; the toxicity is doubly
conditional, depending on both
transgene expression and ganciclo-
vir administration, providing safety.

This system has been successfully
used for treating many experimen-
tal tumors transduced by either
retroviral or adenoviral vectors.
These experiments have revealed
that there also exists in vivo an
important bystander effect which
acts not only intratumorally, but
also at a distance. Tumors in which
less than 10 % of the cells have been
transduced with HSV1-TK are often
eradicated by ganciclovir treatment.
In addition, tumors located at a dis-
tance with no contact with these
treated tumors are also dramatically
affected. This bystander effect is a
key element for treatment efficacy,
and is in large part immune-media-
ted. Indeed, treated and untreated
tumor are infiltrated by cells of the
immune system, and the bystander
effect is much reduced in immuno-

compromised animals. Many clini-
cal trials have been undertaken
using this system. From the publi-
shed data, it appears that the treat-
ment is most often very well tolera-
ted. In addition, there are
preliminary indications for a poten-
tial efficacy that will have to be
confirmed in larger trials including
control groups. Altogether, these
results warrant the development of
this therapeutic strategy for the
treatment of cancer. There are
numerous possibilities for ameliora-
ting treatment efficacy, notably
through the improvement of gene
transfer and a better understanding
of the molecular mechanisms of the
bystander effect. We thus believe
that suicide gene therapy may
become an efficient anticancer
treatment in coming years.
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