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Transfert de géene

de chimiorésistance

dans les cellules souches
hematopoietiques :
promesses et controverses

La principale limitation a ’administration de chimiothéra-
pie a haute dose est sa toxicité hématologique. Récemment,
Iétude des mécanismes de résistance a la chimiothérapie
des cellules tumorales a permis d’identifier les génes codant
pour les protéines impliquées dans ces phénomenes. Ces
genes de résistance peuvent étre transférés dans les cellules
souches hématopoiétiques, afin de limiter I’hémato-toxicité
des cytostatiques, grace aux techniques de thérapie
génique. Cela vise a permettre d’administrer de hautes
doses de chimiothérapie pour un meilleur effet antitumo-
ral. En outre, la sélection in vivo des cellules génétiquement
modifiées par I'administration de chimiothérapie devrait
augmenter l’efficacité du transfert de gene. Les modéeles
murins ont montré la faisabilité de cette approche. L’appli-
cation clinique de cette option thérapeutique requiert
encore des progres tant dans le domaine de la construction des
vecteurs que des conditions nécessaires au transfert de gene.

es récents développements
de la chimiothérapie ont
révolutionné le traitement du
cancer. Son intégration dans
une stratégie pluridiscipli-
naire comprenant la chirurgie, la
radiothérapie et 'immunothérapie
conduit a d’importants succes dans
les hémopathies malignes, le cancer
du sein, les tumeurs germinales, le
carcinome ovarien et le cancer colo-
rectal. Les progrés reposeront vrai-
semblablement sur une meilleure uti-
lisation des drogues connues autant

que sur l’acquisition de nouveaux
agents cytotoxiques et le développe-
ment de nouveaux moyens thérapeu-
tiques ciblés au niveau moléculaire.
Bien que ne faisant pas 'unanimité,
I’augmentation des posologies mérite
d’étre testée en clinique car, pour de
nombreux cytotoxiques, une corréla-
tion dose-réponse a été observée,
tant in vitro que chez 'animal. C’est
principalement la toxicité hématolo-
gique qui limite la posologie.
Aujourd’hui, ’administration de fac-
teurs de croissance hématopoiétiques

395



(FCH) comme le G-CSF (granulocyte
colony stimulating factor) et la greffe de
cellules souches hématopoiétiques
(CSH) autologues permettent de pal-
lier partiellement cette myélotoxicité.
La supériorité de la chimiothérapie
intensive sur la chimiothérapie a
dose conventionnelle est confirmée
par des études randomisées dans le
cadre du lymphome non hodgkinien
en rechute chimiosensible [1], de la
leucémie myéloblastique aigué [2],
du myélome multiple [3] et, peut-
étre, dans le cancer du sein de mau-
vais pronostic, pour lequel un recul
plus long est nécessaire [4], et les
tumeurs germinales. Néanmoins,
'utilisation des FCH et la greffe sont
deux techniques insuffisantes car
incapables de réduire la profondeur
du nadir des neutrophiles et des pla-
quettes méme si leur durée en est
réduite. Les FCH myélostimulants
réduisent la fréquence des épisodes
fébriles et la durée d’hospitalisation
mais n’allongent pas la survie des
patients. Ils ne protégent qu’une
seule lignée hématopoiétique. La
greffe de cellules hématopoiétiques
permet ’administration de chimio-
thérapie avec une dose au maximum
triple par rapport a la dose conven-
tionnelle. Mais, suite a un épuise-
ment médullaire, 1’utilisation de chi-
miothérapie conventionnelle reste
difficile aprés chimiothérapie inten-
sive et la dose-intensité n’est finale-
ment que modestement majorée.

L’étude des mécanismes de chimio-
résistance des cellules tumorales a
permis l'identification des geénes
codant pour les protéines impliquées
dans ces phénomeénes. La chimioré-
sistance des cellules tumorales releve
de multiples facteurs: transporteurs
transmembranaires, enzymes modi-
fiant le métabolisme des cytotoxiques
ou les inactivant ou encore modifica-
tion de la cible intracellulaire a
I’agent cytotoxique. Les genes de chi-
miorésistance clonés, I’étape suivante
fut leur transfert dans les cellules
souches hématopoiétiques afin de
tester si cela permet une protection
des lignées hématopoiétiques suffi-
sante pour permettre ’administra-
tion de doses plus élevées et suppo-
sées plus efficaces. A l'inverse des
FCH et de la greffe de CSH Ia surex-
pression d’'un geéne de chimiorésis-
tance par les cellules hématopoié-
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réduire la profondeur du nadir et a
protéger les trois lignées hémato-
poiétiques (myéloide, érythroide et
plaquettaire). De plus, des données
expérimentales suggérent que cette
approche diminuerait les complica-
tions hématologiques a long terme
de la chimiotherapie (myélodyspla-
sie, hémopathies secondaires).

Les applications du transfert de gene
de chimiorésistance dépassent le
domaine de la chimioprotection. De
maniere générale, le défi du transfert
de gene dans les CSH est d’obtenir
un taux de transfert suffisament
élevé. Avec les techniques actuelles,
une expression suffisante nécessite la
sélection des cellules exprimant le
transgene thérapeutique. Les cellules
hématopoiétiques exprimant un
gene de chimiorésistance peuvent
étre sélectionnées in vitro ou in vivo
par chimiothérapie. Si un autre gene
thérapeutique (adénosine désami-
nase) est incorporé dans le vecteur
véhiculant un geéne de chimiorésis-
tance, 'administration du cytosta-
tique adéquat devrait permettre de
sélectionner les cellules exprimant le
géne de sélection et par la méme
occasion le transgene thérapeutique.
Cela pourrait compenser, au moins

partiellement, la faible efficacité du
transfert de gene dans les CSH
humaines.

Les vecteurs rétroviraux restent les
plus utilisés pour transférer des
génes dans les cellules hématopoié-
tiques. Ils permettent 'intégration
stable du transgene dans le génome,
indispensable pour transmettre la
chimiorésistance aux cellules filles.
Ils sont le plus souvent dérivés du
virus de la leucémie murine de Molo-
ney (Mo-MuLV). Les génes néces-
saires a la réplication du rétrovirus
sauvage sont remplacés, dans le vec-
teur, par 'ADN complémentaire
(ADNCc) du géne a transférer. Ce der-
nier est placé sous le controle d’un
promoteur, le plus souvent viral
(LTR du rétrovirus ou promoteur
CMV ou SV40) ou parfois eucaryote
(phosphoglycérate-kinase). Les vec-
teurs sont transfectés dans des
lignées d’encapsidation qui contien-
nent les génes nécessaires a la forma-
tion de particules virales et complé-
mentent en (rans le vecteur
défectueux pour la réplication. Les
cellules, alors appelées «produc-
trices », synthétisent des particules
rétrovirales, incapables de se répli-
quer, qui véhiculent le transgene. Les
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Figure 1. Modéle animal de protection des cellules hématopoiétiques par
transfert de géne de chimiorésistance. Les cellules médullaires d’une souris
donneuse sont prélevées, incubées durant 48 heures en présence de cyto-
kines afin de les mettre en cycle puis co-cultivées durant 48 heures avec les
cellules productrices de rétrovirus recombinant contenant le géne de chimio-
résistance. Les cellules ainsi transduites sont injectées, par voie intravei-
neuse, a une souris receveuse, syngénique, préalablement irradiée létale-
ment. Des prélevements de sang, rate et moelle (aprés sacrifice) chez la
souris greffée permettent d’analyser I'efficacité du transfert de géne. L’admi-
nistration de chimiothérapie en postgreffe, a dose non létale, permet d’ana-
lyser si les cellules transduites sont sélectionnées (enrichies) in vivo par cet
agent.
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cellules souches hématopoiétiques
sont infectées par les rétrovirus
défectifs in vitro et ensuite greffées a
un animal ou a un patient apres
radiothérapie ou chimiothérapie
intensive myéloablatives.

Modeéles précliniques
de chimioprotection
des cellules
hématopoiétiques

En 1983, la découverte d’'un gene
muté de la dihydrofolate réductase
(DHFR) murine conférant une résis-
tance au méthotrexate [5] ainsi que
la mise au point des techniques de
transfert de gene par les rétrovirus
[6] ont rendu ces expérimentations
possibles. Depuis lors de nombreux
modeles précliniques ont été testés
avec différents geénes de chimiorésis-
tance.

Dihydrofolate réductase
et résistance aux antifolates

La dihydrofolate réductase réduit le
dihydrofolate en tétrahydrofolate,
substrat indispensable a la synthése
des bases puriques et pyrimidiques.
Les cytotoxiques de la classe des anti-
folates, le méthotrexate et le trimé-
trexate, se lient a la DHFR, I'inhibent
et empéchent ainsi la synthese
d’ADN. Certaines mutations de la
DHFR empéchent la fixation des
antifolates.

La premiere génération de variants
de la DHFR, transduits dans les cel-
lules hématopoiétiques, ont permis
une réduction de la toxicité médul-
laire des antifolates [7], en empé-
chant la fixation du méthotrexate
mais leur effet protecteur reste limité
car ils inhibent également la synthese
de tétrahydrofolate indispensable a la
synthese des nucléotides.

Le variant idéal ne lierait pas le
méthotrexate mais garderait un site
catalytique capable de réduire le
dihydrofolate en tétrahydrofolate.
D’autres variants ont donc été
construits qui protégent mieux les
cellules hématopoiétiques chez la
souris [8] et permettent de sélection-
ner les cellules hématopoiétiques
humaines CD34* dans lesquelles ils
sont transférés in vitro [9].

La sélection in vivo des cellules
hématopoiétiques transduites expri-
mant un variant de la DHFR aprés
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transfert rétroviral n’a pu étre obte-
nue de facon reproductible.

La limite essentielle du modele de
chimioprotection des CSH vis-a-vis
des antifolates réside dans le choix
du geéne de résistance: l'utilisation
des antifolates en clinique est tout
autant limitée par leur toxicité rénale
et muqueuse que par leur toxicité
hématologique. La seule protection
des CSH ne permettra donc guere de
majorer les doses.

MDRI1 (multidrug resistance gene 1)

MDRI, le géne codant pour la P-gly-
coprotéine (P-gp) fait partie de la
superfamille des ATP binding cas-
sette (transporteurs ABC). P-gp est
une protéine transmembranaire
comportant un site intracellulaire
liant ’'ATP. Sa fonction principale est
d’expulser de la cellule des sub-
stances toxiques endogénes et exo-
genes [10].

MDRI1 est impliqué dans les méca-
nismes de chimiorésistance. Les cel-
lules qui I'expriment fortement résis-
tent a un grand nombre d’agents
cytotoxiques tels que les taxanes, les
anthracyclines, les alcaloides de la per-
venche, les épipodophylotoxines, I'acti-
nomycine D et la mitomycine C [11].
Les CSH expriment faiblement P-gp
[12] ce qui participe a expliquer leur
résistance naturelle a la chimiothéra-
pie. Les CSH plus mitres perdent
I’expression de P-gp, d’ou leur
grande sensibilité a la chimiothéra-
pie. Le modéle de souris transgé-
niques MDR-1 a démontré la possibi-
lité d’accroitre la chimioprotection
des CSH qui surexpriment P-gp [13].
Les souris, préalablement irradiées,
greffées avec des cellules médullaires
transduites avec des rétrovirus conte-
nant MDRI1 présentent une neutro-
pénie moins sévere apres injection de
paclitaxel (Taxol®) [14]. L’adminis-
tration de paclitaxel permet de sélec-
tionner les cellules hématopoiétiques
exprimant le transgene MDRI, ce qui
accroit la chimioprotection lors de la
deuxieme cure. Ce mécanisme de
sélection in vivo peut étre utilisé pour
augmenter le pourcentage de cel-
lules exprimant un autre transgene
thérapeutique, qui serait transféré
dans le méme vecteur. Différentes
stratégies sont utilisées pour
construire des vecteurs rétroviraux
capables de véhiculer deux ADNc dif-

férents. Les vecteurs dans lesquels les
deux genes sont sous la dépendance
de promoteurs différents surexpri-
ment souvent le géne utilisé pour la
sélection par rapport au gene théra-
peutique associé, qui s’éteint progres-
sivement. Ce déséquilibre semble
moins fréquent quand les deux genes
sont séparés par un internal ribosomal
entry site (IRES). Plusieurs vecteurs
co-exprimant un gene d’intérét (adé-
nosine déaminase, glucocérébrosi-
dase humaine, 0-galactosidase A, thy-
midine kinase du virus Herpes simplex)
et le gene MDRI ont été construits.
Dans ces expériences, I’administra-
tion de vincristine permet de sélec-
tionner in vitro les cellules transduites
et augmente ’expression non seule-
ment du gene de sélection MDRI
mais également du géne d’intérét
[15]. Ce procédé pourrait compen-
ser le faible transfert de génes dans
les CSH humaines mais son efficacité
reste a démontrer in vivo.

Les cellules CD34" humaines peuvent
également étre transduites avec des
vecteurs rétroviraux MDRI1. L’effica-
cité du transfert de géne, évaluée par
culture de progéniteurs hématopoié-
tiques, les CFU-GM, en milieu semi-
solide, varie fortement d’une étude a
l'autre (2 % a 70 %). Ces progéni-
teurs humains sont plus résistants au
paclitaxel et peuvent étre sélection-
nés in vitro [16].

Plusieurs études cliniques de phase I
sont en cours (voir plus loin).

MRP (multidrug resistance-associated
protein)

Cloné en 1992, le géne de la MRP
(multidrug resistance-associated protein)
fait partie, comme le gene MDRI, de
la superfamille des transporteurs
liant 'ATP [17]. II code pour une
protéine de 190kDa capable
d’exporter de la cellule et de séques-
trer dans des vésicules intracytoplas-
miques un large éventail de
molécules anioniques (cystéinyl leu-
cotriéne, aflatoxine, cytostatiques, 17
B-estradiol). Les cellules qui 'expri-
ment sont résistantes a plusieurs
classes d’agents cytotoxiques:
anthracyclines, alcaloides de la per-
venche et épipodophylotoxines.
[18]. La protéine MRP est exprimée
tres faiblement par les cellules
CD34* et les progéniteurs hémato-
poiétiques.
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Le transport des différents substrats
dépend du glutathion. Le déficit en
glutathion rend les cellules expri-
mant MRP plus sensibles a la vincris-
tine, a la doxorubicine et au VP-16. A
I'inverse, I’addition de glutathion au
milieu de culture facilite la sélection
de fibroblastes exprimant MRP en
présence de doxorubicine [19]. Son
mécanisme d’action n’est pas cer-
tain: transport de substances sous
forme glucoronoconjuguée et/ou
mécanisme de co-transport avec le
glutathion.

Ayant construit deux vecteurs rétrovi-
raux contenant I’ADNc du geéne
MRP, nous avons montré leur effet
chimioprotecteur apres transduction
de fibroblastes ainsi que la possibilité
de les sélectionner in vitro dans un
milieu contenant de la doxorubicine
[19]. Nous avons également démon-
tré que des souris transplantées avec
des cellules médullaires infectées par
ces rétrovirus présentent une leuco-
pénie moins séveére apres administra-
tion de doxorubicine [20] (figure 2).
La chimioprotection est meilleure
aprés la seconde cure de chimiothé-
rapie suite a la sélection in vivo des
cellules résistantes a la doxorubicine.
Il est cependant peu probable que
notre modele puisse étre utilisé
comme systeme de sélection, avec des
vecteurs rétroviraux. En effet, la
grande taille de ’ADNc du géne
MRP rend difficile la construction de
vecteurs rétroviraux bicistroniques
fonctionnels. Ce modele de sélection
serait envisageable dans un autre sys-
teme viral qui permettrait 'intégra-
tion d’un matériel génétique de plus
grande taille. Les souris transduites
avec MRP ont une survie plus longue
que celles transduites avec un vecteur
de controéle porteur du géne de résis-
tance a la néomycine (figure 2).
L’intérét de transférer le géne MRP
plutdét que MDRI réside dans sa
modulation différente. En effet, les
modulateurs de la P-gp n’ont pas ou
tres peu d’effet sur la protéine MRP.
A T’heure actuelle, plusieurs de ces
agents modulateurs sont testés en cli-
nique pour renverser la chimiorésis-
tance des tumeurs exprimant la P-gp.
Dans ce contexte, il est difficile de
protéger les cellules hématopoié-
tiques avec MDRI puisque cette chi-
mioprotection serait renversée par
les modulateurs. Le transfert de

messssss 'ADNc du gene MRP dans les cel-
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Figure 2. Protection des cellules hématopoiétiques de souris transduites
avec le géne mrp, sélection in vivo et amélioration de la survie dans le
décours de la chimiothérapie. Les souris greffées avec des cellules médul-
laires transduites avec MRP recoivent deux injections de doxorubicine a
2semaines d’intervalle. Aprés la seconde administration de doxorubicine, les
souris dont les cellules médullaires expriment mrp (positives en RT-PCR
avant la chimiothérapie — en rouge) ont une leucopénie moins profonde que
les souris témoins (en noir). Dans le décours de la premiére cure, suffisa-
ment de cellules médullaires transduites survivent a I'injection de doxorubi-
cine et sont sélectionnées pour procurer une protection significative aprés la
seconde cure de chimiothérapie. Les souris qui expriment mrp survivent

mieux a la chimiothérapie postgreffe.

lules hématopoiétiques permettrait
de protéger les cellules médullaires
de la chimiothérapie concommita-
ment a l'utilisation des modulateurs
de la P-gp pour rétablir la chimiosen-
sibilité des tumeurs. Les tumeurs
surexprimant MDRI et pas MRP

seraient donc de bonnes indications
pour utiliser le gene MRP comme
chimioprotecteur hématopoiétique.

Résistance aux nitroso-urées
Les nitroso-urées (bischloroéthyl-
nitroso-urée [BCNU], cyclohexyl
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chloroéthyl-nitroso-urées [méthyl-
CCNU]) méthylent la guanine en
position O, forment ainsi un pont
entre les deux brins d’ADN et provo-
quent la mort cellulaire. L’O®méthyl-
guanine-méthyltransférase (MGMT)
peut réparer ces lésions en déméthy-
lant les guanines (OS%méthylgua-
nine). Des cellules transfectées avec
I’ADNc de la MGMT deviennent
résistantes aux nitroso-urées [21].

La toxicité limitante des nitroso-
urées est hématologique. La surex-
pression de MGMT apres transfert
rétroviral dans les cellules hémato-
poiétiques augmente leur résistance
au BCNU tant in vitro pour les cel-
lules CD34* humaines qu’in vivo chez
la souris [22]. La mortalité des souris
greffées avec des cellules médullaires
transduites par MGMT est également
moindre aprés administration de
BCNU [23]. 11 est intéressant de
noter que les souris transgéniques
pour MGMT ne développent pas
d’hémopathie secondaire a ’admi-
nistration de nitroso-urées, indiquant
une réelle protection des CSH vis-a-
vis de la drogue.

L’administration de BCNU sélec-
tionne in vivo les cellules héma-
topoiétiques transduites avec des
rétrovirus MGMT ce qui permet
d’améliorer la chimioprotection en
cours de traitement. Plusieurs carac-
téristiques rendent le géne MGMT
attrayant comme systeme de sélec-
tion: ADNc de petite taille (0,625 kb)
facilitant la construction de vecteurs
rétroviraux bicistroniques, haute
toxicité du BCNU sur les précurseurs
hématopoiétiques et tres faible
expression de la MGMT dans les cel-
lules souches. Ces deux derniers
points permettent une sélection opti-
male en éliminant les cellules
souches pluripotentes non trans-
duites. Cependant, I'intérét clinique
de ce geéne de résistance est limité
par la mutagénicité de ces agents
cytotoxiques. Ces vecteurs sont essen-
tiellement intéressants comme outil
de sélection.

Autres genes de chimiorésistance

Les mécanismes de résistance a
d’autres agents alkylants que les
nitroso-urées, comme le cyclophos-
phamide, le melphalan ou la méchlo-
réthamine sont moins connus et le
transfert génique débute seulement
dans ce domaine. L’aldéhyde déshy-

m/s n°3, vol. 16, mars 2000

drogénase (ALDH) est impliquée
dans la résistance au cyclophospha-
mide et au mafosfamide en transfor-
mant I’aldophosphamide, métabolite
actif du cyclophosphamide, en car-
boxyphosphamide, composant non
toxique. L’ALDH-1 est l'isoforme le
plus puissant. Le transfert rétroviral
d’ALDH-1 augmente de 2 a 3 fois la
résistance au 4-hydroxy-cyclophos-
phamide de la lignée hématopoié-
tique Kb62. De méme, des cellules
CD34* humaines transduites avec
ALDH-1 sont résistantes au mafosfa-
mide in vitro [24]. Cependant, la
courte demi-vie des ARNm de
I’ALDH-1 dans les cellules transduites
limite considérablement I’efficacité
de ces vecteurs [25]. Comme le gene
de la B-globine, '’ALDH-1 est proba-
blement «intron-dépendant» et n’est
transporté du noyau vers le cyto-
plasme qu’aprés un épissage correct.
Une meilleure compréhension de ces
phénomeénes est nécessaire pour
poursuivre les expérimentations avec
ALDH-1.

En outre, ’expérience clinique
n’étaye pas une stratégie d’hémopro-
tection pour le cyclophosphamide
car les cellules CD34* expriment for-
tement ce gene et sont naturellement
tres résistantes au cyclophosphamide
(d’ou la courte durée du nadir).
Une autre protéine responsable de
résistance multiple a la chimiothéra-
pie est la glutathion-transférase. Les
glutathion-S-transférases sont des
homo- ou hétérodimeres qui conju-
guent le glutathion & une grande
variété de xénobiotiques afin de les
éliminer. Le transfert rétroviral de la
glutathion-S-transférase Yc de rat
dans la lignée hématopoiétique K-
562 et dans les CSH murines aug-
mente leur résistance a la méchloré-
thamine et au chlorambucil in vitro
[26]. De méme, les cellules CD34*
humaines transduites avec la gluta-
thion-S-transférase TT sont plus résis-
tantes a ’adriamycine et au 4-hydro-
cyclophosphamide [27]. Ces résultats
sont prometteurs.

La cytidine-déaminase est capable
d’inactiver des cytotoxiques de la
classe des analogues nucléosidiques
tels que la cytosine arabinoside
(ARA-C). Les progéniteurs murins
sont protégés in vitro de la toxicité de
I'ARA-C apres transfert rétroviral de
I’ADNc de la cytidine désaminase
[28]. Tout comme pour 'ALDH-1 et

les glutathion-S-transférase, il
n’existe pas encore de modele précli-
nique utilisant la cytidine désaminase
in vivo.

Des vecteurs rétroviraux contenant
deux genes de résistance a la chimio-
thérapie ont été construits afin
d’élargir le spectre de chimiorésis-
tance [29-31]. Par exemple, un vec-
teur associant MDRI et glutathion-S-
transférase Tt sous la dépendance de
deux promoteurs différents [29] et
un vecteur bicistronique véhiculant
une dihydrofolate mutée et MDRI1
[30] ont été montrés fonctionnels in
vitro apres transfert dans des lignées
cellulaires.

I Etudes cliniques

Plusieurs études cliniques de phase 1
ou Il sont en cours avec le géene MDRI
[32-34]. Les patients atteints de cancer
avancé (sein, ovaire, cerveau, tumeur
germinale), sans envahissement de la
moelle osseuse, nécessitant une chi-
miothérapie intensive, sont éligibles.
Les cellules souches sont prélevées par
cytaphérese apres chimiothérapie
conventionnelle et facteurs de crois-
sance hématopoiétiques. La fraction
CD34" est isolée. Dans les premieres
études, un tiers des cellules CD34" est
transduit par le vecteur rétroviral
MDRI puis congelé, les deux tiers res-
tants étant congelés d’emblée. Apres
I'intensification thérapeutique, les cel-
lules CD34" sont réinjectées au patient
(1/3 transduit, 2/3 non transduits).
L’équipe du MD Anderson (Houston,
Texas, USA) a montré que si I'effica-
cit¢ d’infection mesurée par culture
de CFU-GM varie entre 2% et 20 %, le
pourcentage de cellules sanguines
dans lesquelles on retrouve le signal
MDRI in vivo, 3 & 4semaines apres la
greffe, est beaucoup plus faible [34].
Des résultats similaires ont été obte-
nus a Columbia University (USA). Ces
derniers auteurs obtiennent des taux
d’infection de 20% a 50 % in vitro.
Chez les patients, en revanche, un
signal PCR du transgéne n’est détec-
table dans le sang que chez 2 patients
sur 5 apres la greffe. Les deux patients
possédaient moins de 1 cellule médul-
laire positive sur 1000 [33]. Cela
démontre la difficulté d’un transfert
efficace dans les CSH humaines et
indique également que I'efficacité de
transduction évaluée par culture de
CFU-GM ne reflete pas celle des CSH
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responsables de la reprise hémato-
poiétique a long terme. En effet, les
cellules CD34* représentent une large
population n’incluant pas seulement
les cellules totipotentes mais égale-
ment des cellules plus différenciées.
En outre, les données expérimentales
récentes suggérant qu’une partie des
CSH n’exprime pas I'antigéne CD34,
invitent a reconsidérer cette question
[35].

Plus récemment, I’équipe d’Indiana
University (USA) a testé une nou-
velle stratégie qui semble augmenter
efficacité de la procédure [36]. Les
cellules souches périphériques de
patients atteints de tumeur germi-
nale, éligibles pour une double
intensification thérapeutique, sont
récoltées. Une premiere partie de ces
cellules, non manipulée, est réinjec-
tée apres la premiere chimiothérapie
intensive; de l’autre partie, les cel-
lules CD34" sont isolées, transduites
et réinjectées apres la deuxieéme chi-
miothérapie intensive (figure 3). Les
auteurs détectent la présence du
transgéne MDRI chez tous les
patients, dans le sang a deux
semaines de la greffe et dans la
moelle a un mois de la greffe. Cette
efficacité de transfert de gene est
meilleure que celles précédemment

décrites. Peuvent en rendre compte:
(1) I'injection exclusive de cellules
transduites lors de la 2° greffe, sans
compétition de ce fait avec des cel-
lules non manipulées (qui ont peut-
étre un avantage pour repeupler la
moelle par rapport aux cellules mani-
pulées comme les études de repopu-
lation chez la souris, apreés myélosup-
pression partielle le suggérent [37]) ;
(2) les conditions de transduction ex
vivo; (3) le régime d’intensification.
La situation clinique idéale pour un
transfert de géne pourrait étre une
intensification suivie de greffe des
seules cellules transduites et ’admi-
nistration en postgreffe, de chimio-
thérapie conventionnelle qui per-
mette la sélection in vivo des cellules
transduites.

La reprise hématopoiétique apres
greffe de cellules CD34* transduites
avec les rétrovirus MDR1 est similaire
a celle de cellules CD34" non généti-
quement modifiées et la procédure
n’est pas toxique [36, 38].

Obstacles
aux applications cliniques

Le retard d’utilisation du transfert de
gene de chimiorésistance en clinique
est lié a des obstacles techniques: (a)

Chimiothérapie

Chimiothérapie
de mobilisation

intensive n°1

Transfert
de gene

IL-6
SCF
IL-3

CD34*

L

Congélation —p Décongélation

—_—

Chimiothérapie
intensive n°2

i
1 Y

—» Congélation —p-Décongélation

Figure 3. Schéma du protocole clinique de transfert de géne dans les CSH a
I'Université d’Indiana [40]. Les patients atteints de tumeur germinale recgoi-
vent chimiothérapie et cytokines afin de récolter les cellules souches péri-
phériques. La premiére chimiothérapie intensive est suivie de la greffe de
cellules non modifiées. La deuxiéme chimiothérapie intensive est suivie de la
greffe de cellules CD34* dans lesquelles le géne de résistance MDR1 a été
transféré. L’analyse des cellules médullaires et sanguines du sujet greffé per-

memmmmmm Mmet d’évaluer 'efficacité du transfert de géne.
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le risque d’introduire un gene de chi-
miorésistance dans des cellules tumo-
rales contaminant le greffon hémato-
poiétique ; (b) la toxicité non
hématologique de la chimiothérapie ;
et (c) la faible efficacité du transfert
de geéne dans les cellules souches
hématopoiétiques humaines.

Contamination du greffon
hématopoiétique

Les prélevements de cellules souches
périphériques peuvent étre contami-
nés par des cellules tumorales prove-
nant de la moelle osseuse. En outre,
les facteurs de croissance utilisés
pour mobiliser les CSH de la moelle
vers le sang pourraient mobiliser éga-
lement des cellules tumorales [39].
L’histologie conventionnelle ne per-
met pas toujours de détecter des cel-
lules tumorales contaminantes dans
des échantillons de moelle. Le trans-
fert de geéne pourrait donc transférer
un gene de chimiorésistance dans les
cellules tumorales contaminantes, ce
qui risque d’entrainer des rechutes
réfractaires a la chimiothérapie.

La sélection positive des CD34*
réduit de 10 a 1000 fois la contami-
nation tumorale du greffon mais ne
I’élimine pas completement. Une
approche complémentaire serait de
cibler le transfert de géne dans les
CSH grace a des rétrovirus modifiés
portant en surface une protéine
reconnaissant spécifiquement un
antigene a la surface des cellules
hématopoiétiques. Ainsi, I'incorpora-
tion du gene de I’érythropoiétine
(EPO) dans le géne codant pour
I’enveloppe des rétrovirus qui por-
tent alors des protéines d’enveloppe
mixtes, a permis une transduction
spécifique des cellules hématopoié-
tiques exprimant le récepteur de
I'EPO [40]. Toutefois, ces résultats
n’ont pu étre reproduits avec la
meéme efficacité par d’autres équipes
et ’antigeéne idéal pour cibler les cel-
lules souches totipotentes doit
encore étre identifié.

L’addition d’un géne suicide dans le
vecteur contenant le géne de chimio-
résistance, permettrait de détruire les
cellules transduites par administra-
tion d’un précurseur pharmacolo-
gique. Un vecteur rétroviral bicistro-
nique véhiculant ’ADNc de MDRI et
de la thymidine kinase du virus her-
pes (HSV-TK) utilisé chez la souris a
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permis de détruire les cellules trans-
duites, a la fois les cellules hémato-
poiétiques et les cellules tumorales,
par administration de ganciclovir.
[41]. Reste a démontrer que ce sys-
tetme permet d’éliminer in vivo les
cellules tumorales accidentellement
transduites et réinjectées. Dans la
méme optique, un vecteur combi-
nant un geéne de chimiorésistance
(DHFR) et un antisens anti-BCR/
ABL a été construit [42] afin de
transférer un geéne de résistance a la
chimiothérapie en cas de contamina-
tion tumorale connue, la leucémie
myéloide chronique. Les souris
atteintes sont greffées avec les CSH
transduites et recoivent du métho-
trexate apres la greffe pour consoli-
der le résultat antitumoral. Les cel-
lules hématopoiétiques malignes
accidentellement transduites, por-
teuses de ’oncogéne BCR/ABL,
devraient perdre leur malignité grace
a l'antisens anti-BCR/ABL. L’effica-
cité de cette construction a été
démontrée in vitro et dans un modeéle
murin.

Cependant, les techniques actuelles
de détection des cellules tumorales
ne sont pas suffisament sensibles
pour tenter le transfert de geéne de
chimiorésistance dans d’autres situa-
tions cliniques que les tumeurs
solides sans envahissement médul-
laire détectable par les techniques les
plus sensibles a savoir I'immunohisto-
chimie et la RT-PCR.

La toxicité non hématologique
de la chimiothérapie

La chimioprotection des CSH sera
surtout bénéfique si seule la myélo-
suppression limite 1’escalade des
doses. Les indications du transfert de
gene de chimiorésistance devront
tenir compte du rapport cott/béné-
fice associé a l’escalade des doses.
Les alkylants (cyclophosphamide,
nitroso-urées), les taxanes (pacli-
taxel, docetaxel), bons candidats,
peuvent avoir des toxicités extra-
hématologiques séveres a forte dose.
L’administration de fortes doses de
méthotrexate est limitée par ses toxi-
cités muqueuse et rénale. La doxoru-
bicine provoque une cardiomyopa-
thie, chez 'homme, lorsque des
doses cumulatives supérieures a
550 mg/m? sont atteintes. Cette toxi-
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cité cardiaque ne permet pas de
majorer de facon importante les
doses administrables mais la protec-
tion des CSH pourrait permettre de
réduire l'intervalle entre les cures.
De cette facon, la dose-intensité, a
savoir, la dose administrée dans un
intervalle de temps, peut néanmoins
étre majorée. La dose-intensité est
mieux corrélée au pronostic du can-
cer que la dose elle-méme. Nous
avons montré dans un modeéle murin
que protéger les CSH par transfert
rétroviral du géne MRP permet
d’administrer de plus hautes doses
de doxorubicine dans le méme inter-
valle de temps [20].

Faible efficacité du transfert de gene
dans les cellules souches
hématopoiétiques humaines

Le faible taux de transduction des
CSH par les vecteurs rétroviraux
limite considérablement le transfert
de géne en clinique. Certaines mala-
dies génétiques comme le déficit en
adénosine désaminase ne requierent
qu’un faible taux de transduction des
cellules pour observer une améliora-
tion clinique. En revanche, certaines
maladies métaboliques et les hémo-
globinopathies requiérent la trans-
duction de nombreuses cellules
hématopoiétiques et I’expression a
long terme du transgene. Il en va de
méme pour le transfert de gene de
chimiorésistance. Or, les premieres
études cliniques avec MDR1 ont sou-
ligné la difficulté de transduire effica-
cement et a long terme les cellules
hématopoiétiques pluripotentes
humaines. Des résultats similaires ont
été obtenus dans les protocoles de
transfert de genes marqueurs ou les
taux de cellules transduites in vivo
varient entre 0,01 % et 0,1 %. L’amé-
lioration de lefficacité du transfert
de geéne peut se faire de plusieurs
facons:

* modifier les conditions techniques
du transfert de géne lui-méme:

— optimiser le cocktail de cytokines
qui maintienne I’équilibre adéquat
entre la mise en cycle des progéni-
teurs et la conservation de leur pluri-
potentialité. Les IL-1, IL-6, SCF (stem
cell factor), 1L-11, F1t3 ligand (F1t3]) et
la thrombopoiétine (TPO) semblent
ne pas altérer la capacité des progé-
niteurs a reconstituer I’hématopoiese
n vivo;

— tester les différentes molécules qui
favorisent ’adhérence cellule-vec-
teur, telles que le fragment 296 de la
fibronectine ; transduire les CSH sur
milieu stromal, technique plus labo-
rieuse, pour préserver les cellules
hématopoiétiques les plus imma-
tures ;

— identifier des promoteurs spéci-
fiques permettant une expression
élevée dans les CSH;

— modifier les protéines d’enveloppe
des rétrovirus pour faciliter I'interac-
tion avec les cellules cibles.

* modifier le protocole de greffe
pour repeupler la moelle : les cellules
transduites ont peut-étre un désavan-
tage fonctionnel, comparativement
aux cellules non manipulées. La
greffe des seules cellules transduites
apres intensification permettrait
d’éviter la compétition. En outre, la
sélection par administration de chi-
miothérapie conventionnelle apres la
greffe devrait étre intégrée dans les
protocoles cliniques.

Des progres décisifs nécessiteront la
mise au point d’autres systemes,
viraux ou non, de transfert de génes.
Récemment, des lentivirus dérivés du
virus d’'immunodéficience humaine
(VIH) ont été utilisés pour trans-
duire des cellules CD34*. Ces vec-
teurs permettent de transduire des
cellules quiescentes et ne requiérent
donc pas I’addition de cytokines qui
induisent a la fois une différenciation
cellulaire et une stimulation de la
division cellulaire. IIs ont en outre
été modifiés pour exprimer la glyco-
protéine d’enveloppe G du virus de
la stomatite vésiculaire (pseudotype
VSV-G), ce qui permet un large
spectre d’infectivité et facilite la
concentration par centrifugation
pour augmenter le titre viral d’infec-
tion. Des cellules CD34* du sang de
cordon, transduites grace a ces vec-
teurs, repeuplent le syst¢tme hémato-
poiétique de souris NOD/SCID irra-
diées. Vingt-deux semaines apres la
greffe, on retrouve le marqueur (la
protéine a fluorescence verte GFP)
dans 5 % a 15 % des cellules hémato-
poiétiques du sang périphérique,
alors que le marqueur n’est pas
détectable chez les souris dont les
cellules CD34* ont été transduites
avec les vecteurs dérivés du rétrovirus
de Moloney [43].

On peut espérer une meilleure effi-
cacité thérapeutique lorsque ces nou-
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veaux vecteurs viraux ou des systemes
de transduction physico-chimiques
seront au point pour I’application cli-
nique.

I Conclusions

La myélotoxicité de la chimiothéra-
pie demeure un probléme important
en oncologie. La thérapie génique
par transfert de géne de chimiorésis-
tance dans les CSH offre une pers-
pective intéressante, dont la faisabi-
lité et le bénéfice potentiel ont été
démontrés dans des modéles murins.
L’extrapolation de ces résultats a
I’homme est problématique principa-
lement en raison de la faible effica-
cité du transfert de gene dans les
CSH humaines et du risque de trans-
duction de cellules tumorales conta-
minant le greffon hématopoiétique.
La sélection in vivo par la chimiothé-
rapie des cellules exprimant le trans-
géne pourrait améliorer le rende-
ment de la transduction. Le
perfectionnement des techniques de
transfert de genes établira si ces nou-
velles thérapies améliorent le pronos-
tic des patients cancéreux
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Summary

Chemoresistance gene transfer
into hematopoietic cells:

hope and pitfalls

Our better understanding of che-
motherapy resistance has led to
the proposal that gene therapy can
protect hematopoietic stem cells
from cytotoxic drugs toxicity.
Transfer of drug resistance genes
into hematopoietic cells may allow
the administration of higher doses
of chemotherapy and, thus,
increase regression or even cure
for chemosensitive tumors. In
addition, chemoresistance genes
can be used to allow in vivo selec-
tion of transduced cells after the
administration of cytotoxic drugs.
Preclinical studies using MDRI1
(multidrug resistance 1), mDHFR
(mutants of dihydrofolate reduc-
tase) and MGMT (methylguanine
DNA methyltransferase) genes
have already proven the feasibility
of this approach. Our group has
studied the potential value of MRP
(multidrug resistance-associated
protein) to protect hematopoietic
cells. Phase 1 clinical trials are cur-
rently in progress. However the
low stem-cell transduction effi-
ciency limits the clinical applica-
tions.
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