l])/s SYNTHESE

meédecine/sciences 1995 ; 11 : 975-83

Nadine Fernandez
Mohammed-Amine
Abina

Marie-Théreése Duffour
Hedi Haddada

N. Fernandez: docteur en pharmacie, étudiante
de 3 cycle. M.A. Abina: docteur en médecine,
étudiant de 3 cycle de sciences. M. T. Duffour:
interne en pharmacie, étudiante de 3 cycle.
H.Haddada: docteur és sciences, chargé de re-
cherche au Cnrs. Laboratoire de génétique
des virus oncogénes, Cnrs Ura 1301, Institut
Gustave-Roussy, 39, rue Camille-Desmou-
lins, 94805 Villejuif Cedex, France.

m/s n°7, vol. 11, juillet 95

Vaccination antitumorale
et thérapie genique

Le but de la vaccination antitumorale est d’induire une répon-
se immune, spécifique des cellules tumorales, efficace et pro-
tectrice. Le développement des techniques de transfert de
genes donne actuellement un nouvel essor a 'immunothéra-
pie active du cancer : I’expression intratumorale du (ou des)
geéne(s) transféré(s), stimulant localement le syst¢éme immu-
nitaire, permet de diminuer les effets secondaires liés a une
administration par voie générale ; la thérapie génique per-
met aussi de modifier la composition protéique de la mem-
brane des cellules tumorales. De nombreux essais ont été
réalisés dans des modeles tumoraux murins, avec des génes
codant pour des molécules de membrane impliquées dans la
présentation de I’antigéne ou dans le signal de costimulation
ou encore codant pour des cytokines. Le transfert combiné
de plusieurs genes thérapeutiques dans une méme cellule
permet d’envisager des combinaisons susceptibles d’induire
une meilleure stimulation locale du systéme immunitaire.

es mécanismes d’évolution
d’une cellule vers la tumori-
génicité commencent a étre
mieux compris, aussi bien
sur le plan moléculaire par

Rosenberg ont suscité beaucoup
d’espoirs. Ces travaux reposent prin-
cipalement sur I'administration systé-
mique de fortes doses d’interleukine
2 (I1.2), associées ou non a l'utilisa-

I'activation d’oncogénes (exemple:
ras, myc) ou I'inhibition de génes sup-
presseurs de tumeurs (exemple: Rb,
p53) que sur le plan immunologique
(exemple : diminution de I’expres-
sion des molécules de classe I du
complexe majeur d’histocompatibili-
té [CMH], sécrétion de facteurs inhi-
biteurs). Ces connaissances, associées
aux progres réalisés en immunologie
fondamentale et en génie génétique,
ont permis d’envisager de nouvelles
voies thérapeutiques en cancérologie.
L.es premiers essais de «l'immuno-
thérapie moderne» par I'équipe de

tion de lymphocytes du patient sti-
mulés in vitro par I'l1.2 (LAK: lympho-
kine activated killers) ou de lymphocytes
extraits directement de la tumeur
(TIL: tumor infiltrating lymphocytes)
réadministrés au sujet. L.es réponses
observées en terme de régression
tumorale sont souvent partielles, par-
fois spectaculaires mais les effets
secondaires limitent I'administration
des doses thérapeutiques nécessaires.
Ces travaux ont constitué le point de
départ de nombreuses recherches
pour développer des thérapies plus
efficaces et moins toxiques parmi les-
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quelles la thérapie génique est une
voie trés prometteuse. Cette revue
concerne plus particuliérement
I'immunothérapie génique des
tumeurs solides.

I Vaccination

Le terme de vaccination implique
I'induction d’une réponse immune
chez I'individu ayant recu le vaccin, il
s’agit donc d’une immunité active
spécifique d’antigénes. La vaccina-
tion comporte deux notions: (1) vac-
cination curative avec développe-
ment — postérieur a la rencontre avec
I’(ou les) antigeéne(s) d’une immuni-
té qui permettra de combattre une
maladie en évolution; il s’agit donc
ici d’'une immunothérapie active ;
(2) vaccination préventive avec déve-
loppement d’une immunité protec-
trice comme les vaccins viraux, avec
lesquels les personnes sont immuni-
sées contre des antigénes viraux
avant de les avoir rencontrés. Ce type
de vaccination est en cours d’étude
dans le cadre du cancer. Dans cet
article, seule la vaccination a but thé-
rapeutique est développée, c’est la
situation dans laquelle le malade est
déja porteur des antigénes tumoraux.
Le but est d’induire, par les différents
moyens existants, ou en cours de
développement, une réponse immu-
ne spécifique systémique qui détruira
les cellules tumorales quelle que soit
leur localisation dans 'organisme.

Cancer et systéeme
immunitaire

II'y a cent ans, William Coley, un chi-
rurgien de New York, rapportait des
cas de régressions tumorales chez des
patients ayant recu des injections
d’extraits bactériens pyogéniques. Il
postulait que ces toxines, en stimu-
lant le systéeme immunitaire d’une
maniére non spécifique, augmen-
taient la réponse immune antitumo-
rale. De ces observations naquit
I'idée de I'immunothérapie du can-
cer. Depuis, I'histoire de I'immunolo-
gie des tumeurs a souvent été compa-
rée a une courbe sinusoidale
oscillant entre I'optimisme et le pessi-
misme. Les connaissances acquises,
relativement récemment, sur les
mécanismes immunologiques ont
donné un nouvel essor a cette idée. 11
a été établi que c’est la réponse des

lymphocytes T (réponse a médiation
cellulaire) qui est essentielle et devra
donc étre la cible principale des stra-
tégies d’immunisation antitumorale.
La réponse des lymphocytes T est
complexe. En simplifiant, il est pos-
sible de la diviser en deux parties
(figure 1).

1. La mise en route de la réponse qui
fait intervenir des lymphocytes T
CD4* et des cellules présentatrices de
I'antigéne (CPA) comme les cellules
dendritiques ou les macrophages. Il
sagit d’un systéme a deux signaux,
I'un est spécifique de I'antigéne et
I’autre, dit de costimulation, ne
dépend pas de l'antigéne. Le pre-
mier signal implique les molécules
de classe I du CMH (complexe
majeur d’histocompatibilité) qui,
associées a un peptide de I'antigéne
intégré par endocytose et dégradé,
constituent le ligand du récepteur
des lymphocytes T (TcR, T cell recep-
tor). Le deuxieme signal fait interve-
nir, entre autres, la molécule B7,
ligand du récepteur CD28 situé lui
aussi sur les lymphocytes T. Cette
double interaction entraine la sécré-
tion de nombreuses cytokines par les
deux partenaires cellulaires, dont
I'interleukine 2 (IL2), qui, sécrétées
par les lymphocytes T CD4*, vont per-
mettre la prolifération du clone T
ayant reconnu l'antigéne et donc
I'amplification de la réponse. Il est
important de souligner que 'occupa-
tion du TcR en I'absence du signal
de costimulation entraine I'anergie
des cellules T, mécanisme potentiel-
lement responsable de I'induction
d’une tolérance.

2. La réponse effectrice cytotoxique
spécifique de I'antigéne est dite res-
treinte par le CMH car elle est
relayée par les lymphocytes T CD8*
qui nécessitent, eux aussi, deux
signaux: le premier est la reconnais-
sance par leur TcR de I'antigéne
associé a une molécule de classe I du
CMH; le deuxiéme signal est plus
complexe; il est assuré par diffé-
rentes cytokines, dont I'lL2, qui per-
mettent la différenciation et la proli-
fération des CD8* en lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). Ces lymphocytes
T cytotoxiques produisent des cyto-
kines qui vont agir sur différentes
catégories cellulaires et assurer
I'amplification de la réponse.

Ces phénomeénes aboutissent au
développement d’une réponse
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Figure 1. Développement d’une réponse immune antitumorale. Des anti-
geénes tumoraux libérés par la cellule tumorale sont internalisés par endocy-
tose par des cellules présentatrices de l'antigéne (CPA) comme des macro-
phages ou des cellules dendritiques. L’antigéne est apprété par ces cellules,
les peptides antigéniques obtenus sont présentés aux lymphocytes T (LT)
CD4* associés a des molécules de classe Il du complexe majeur d’histocom-
patibilité (CMH). Le signal antigénique est délivré aux LT lors de la recon-
naissance de ce complexe par leur récepteur de I'antigene (TcR). Les LT ne
seront activés que si ce premier signal est doublé d’un second, le signal de
costimulation. Ce signal est délivré lors de l'interaction de récepteurs acces-
soires avec des ligands situés a la surface des CPA. Parmi les molécules avec
des fonctions de costimulation, B7 est importante car sa liaison a son récep-
teur, CD28, engendre un signal clé pour le développement d’une réponse im-
mune a médiation cellulaire. Les LT CD4* activés vont proliférer et sécréter
des cytokines. Certains de ces médiateurs solubles vont permettre aux LT
CD8* qui ont regu un signal antigénique de proliférer et de se différencier en
lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Le signal antigénique provient de la re-
connaissance par leur TcR d’'un complexe peptide antigénique-molécule de
classe | du CMH & la surface de la cellule tumorale. Les CTL sont respon-
sables de la fonction effectrice cytotoxique de la réponse immune antitumo-
rale. Les LT CD8" activés vont aussi sécréter des cytokines qui vont per-
mettre, par leur action sur différents types cellulaires, une amplification de la
réponse immune induite.

immune spécifique de 'antigéne, sys-
témique, efficace, avec apparition de
cellules T mémoires qui vont assurer
la persistance de la réponse, méme
apres disparition de l'antigéne cau-
sal. Ce phénomeéne de mémoire est
tres important car il fonde I’espoir de
pouvoir protéger le patient contre la
réapparition de sa tumeur.

L’absence d’une réponse immune
efficace spontanée contre des cel-
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lules cancéreuses possédant des anti-
geénes tumoraux peut avoir diffé-
rentes origines comme 1’absence de
peptides antigéniques présentables
par les molécules de classe Il du
CMH, une présentation insuffisante
des antigénes par les CPA (cellules
présentatrices de I’antigéne), une
insuffisance quantitative de cytokines
sécrétées par les lymphocytes T
CD4*. La fonction effectrice peut

aussi étre déficiente du fait d’un
défaut d’expression de molécules de
classe 1 a la surface de la cellule
tumorale, d’'un apprétement (proces-
sing) incorrect ou déficient des anti-
geénes tumoraux conduisant a
I’absence ou linsuffisance de pep-
tides antigéniques présentables. Tout
cela peut entrainer une anergie des
lymphocytes T spécifiques des anti-
genes tumoraux ou une tolérance
par ignorance [1].

Dans certains cas, des lymphocytes T
spécifiques de la tumeur ont pu étre
mis en évidence chez des malades,
indiquant qu’il y a bien eu amorce et
développement d’une réponse
immune spécifique mais, apparem-
ment, et pour des raisons encore mal
comprises, absence ou insuffisance
d’amplification de cette réponse.
Cette liste des mécanismes d’échap-
pement des tumeurs au systéme
immunitaire n’est évidemment pas
exhaustive.

Les premiéres tentatives de vaccina-
tion antitumorale sont anciennes avec
I'injection, dans le cas des tumeurs
solides, de cellules tumorales allogé-
niques ou autologues irradiées, de
lysats de cellules cancéreuses ou par-
fois de cellules tumorales infectées
par un virus et irradiées. Dans la plu-
part des cas, ce «vaccin» était coad-
ministré avec des adjuvants comme le
BCG (bacille de Calmette-Guérin).
Les résultats difficilement interpré-
tables par absence de parameétres
comparables entre les différentes
études, par la nature indéterminée
des adjuvants utilisés, n’ont pas per-
mis de déterminer quel protocole
induisait une réponse immune maxi-
male. Des stabilisations, des rémis-
sions partielles, voire des rémissions
completes, ont été rapportées de
maniére inconstante pour des can-
cers rénaux et des mélanomes, can-
cers connus pour des cas occasionnels
de rémissions spontanées [2]. Cepen-
dant, 'absence de résultats suffisam-
ment encourageants avait entrainé un
abandon relatif de I'idée de I'immu-
nothérapie du cancer. Les progres
considérables réalisés en oncologie,
en immunologie et en biologie molé-
culaire ont permis de mieux définir
les fonctions de différentes molécules
comme les cytokines ou les molécules
de surface des cellules du systéme
immunitaire et leur utilisation a pu
étre envisagée en thérapie.
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Les premiers essais de traitement du
cancer découlant de ces progres ont
ét¢ des protocoles d'immunothéra-
pie adoptive. llIs consistent schémati-
quement a prélever chez le malade
des lvmphocytes périphériques ou
infiltrant les tumeurs (TIL) [3], a les
cultiver ex vivo en présence d’11.2 [4]
afin de les activer et de les amplifier,
puis a les réinjecter au malade en
association a des doses importantes
d’IL2 [5]. Ces ecssais, malgré des
résultats spectaculaires mais rares, se
sont révélés décevants dans
I'ensemble, en partie a cause de la
toxicité élevée des cytokines [6, 7].
D’autres essais utilisent des injections
directes de cytokines recombinantes
comme I'lL2 ou les interférons (1FN)
avec des résultats variables suivant les
types de cancer traités [8, 9]. Actuel-
lement, de nombreux protocoles cli-
niques associant chimiothérapie et
administration de cytokines, surtout
1L2 et/ou IFNa, sont en cours.

Theérapie génique
et vaccination
antitumorale

Le clonage de nombreux geénes et le
développement des techniques de
transfert dans les cellules de mammi-
feres ont donné naissance a une nou-
velle approche thérapeutique: la thé-
rapie génique (pour revue, voir
[10]). Différents moyens permettent
de déclencher une réponse immune
systémique par thérapie génique: on
peut augmenter l'immunogénicité
des tumeurs en modifiant génétique-
ment les cellules tumorales, agir
directement sur les cellules impli-
quées dans la réponse immune spéci-
fique (par exemple: transfert de
genes dans les TIL) ou intervenir
dans I'immunité non spécifique via
des cellules comme les cellules NK
(natural killer) ou les macrophages.
Deux stratégies de vaccination peu-
vent étre schématiquement distin-
guées, la premieére utilise les cellules
tumorales du patient comme source
d’antigenes alors que la seconde uti-
lise des antigenes, purifiés ou synthé-
tisés, identifiés dans la tumeur. Dans
le cadre de la premiére stratégie,
I'immunité active peut étre obtenue,
soit en augmentant la présentation
de I'antigéne aux lymphocytes T, soit
en augmentant la costimulation.

Les cellules tumorales comme source
d’antigénes

* Augmenter la présentation de l'anti-
gene

['introduction des génes du CMH
dans les tumeurs est parmi les pre-
miéres approches utilisées. L'aug-
mentation des molécules de classe 1 a
la surface des cellules tumorales
diminue la tumorigénicité dans les
modeles murins, vraisemblablement
par augmentation de la présentation
de l'antigéne aux lymphocytes T
CD8* [11]. Des rejets de tumeurs ont
été obtenus également par transfec-
tion de molécules de classe I allogé-
niques qui pourraient agir par l'inter-
médiaire d'une réaction de type rejet
de greffon incompatible, avec réac-
tion inflammatoire et production de
cytokines intervenant dans I'élimina-
tion des cellules tumorales non trans-
fectées [12]. L’introduction de genes
de molécules de classe 11 du CMH a,
dans certains modeéles de tumeurs
murines, entrainé le développement
d’une immunité systémique contre
les cellules non modifiées. L’'une des
hypothéses pour expliquer ce mode
d’action serait une présentation
directe de l'antigéne aux lympho-
cytes T CD4* par les cellules tumo-
rales. Le transfert du géne de I'inter-
féron a ou y dans les cellules
tumorales peut également augmen-
ter la présentation en stimulant
I'expression des génes codant pour
les molécules de classe 1 et/ou 1l.

* Augmenter la costimulation

Parmi les molécules de membrane
connues pour leur action de costimu-
lation, la famille des molécules B7 est
trés importante [13, 14]. Ces pro-
téines sont essentiellement expri-
mées a la surface des CPA et possé-
dent deux récepteurs, CD28 et
CTILA-4, situés a la surface des lym-
phocytes T. CTLA-4 est mal connu
mais CD28 a été bien étudié et 'on
sait que sa stimulation provoque une
augmentation importante de la pro-
duction de cytokines, surtout d’1L2, a
la suite de la reconnaissance de
I'antigene par les cellules T [15]. Par
ailleurs, le blocage de I'interaction
B7-CD28, apreés stimulation antigé-
nique, entraine une anergie fonc-
tionnelle des lymphocytes T [16]. Le
role critique de ce couple dans I'acti-
vation des lymphocytes T a fait de B7
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un gene candidat au transfert dans
les cellules tumorales pour accroitre
leur immunogénicité. De fait, des
études ont montré que l'injection
dans des modeéles murins de cellules
tumorales exprimant B7 induisait le
développement d’'une immunité sys-
témique contre les cellules parentales
[17, 18]. Le mécanisme d’action pro-
posé est une stimulation directe, par
les cellules tumorales, des lympho-
cytes T CD8* qui ainsi sécretent les
cytokines en quantité suffisante pour
que l'aide des lymphocytes T CD4*
soit inutile [19]. Néanmoins, cer-
taines expériences ont montré que le
transfert du geéne codant pour la
molécule B7, dans des tumeurs peu
immunogenes, n’est pas toujours suf-
fisant pour induire une réponse
immune antitumorale protectrice
avec augmentation de I'activité cyto-
toxique spécifique [20]. Certains
modeles de tumeurs ont nécessité
I'introduction du géne B7 et la pré-
sence, soit d’un antigéne tumoral
fort [21], soit d’un géne codant pour
une molécule de classe II du CMH
[22]. Cela montre bien qu’il est
nécessaire d’adapter le «traitement »
a la tumeur.

L’autre moyen d’augmenter la costi-
mulation, dans un sens plus général,
est l'utilisation de cellules tumorales
transfectées par des génes de cyto-
kines. Ces molécules sont nom-
breuses et les expériences les concer-
nant ne le sont pas moins. Le but de
celles-ci est de changer I’environne-
ment immunologique de la tumeur
de facon a augmenter, de maniéere
indirecte, la présentation des anti-
genes spécifiques de la tumeur et/ou
I’activation des lymphocytes spéci-
fiques de ces antigénes. Le transfert
de genes de cytokines permet d’obte-
nir une sécrétion locale avec une dif-
fusion systémique trés faible et, donc,
une toxicité nettement diminuée par
rapport a une administration par
voie générale [2]. Si la cellule généti-
quement modifiée est la cellule tu-
morale elle-méme, sa destruction par
le systéme immunitaire entrainera la
libération des antigénes tumoraux
qui seront internalisés par endocyto-
se par les cellules spécialisées (CPA)
qui amplifieront la réponse immune.
Dans les modeéles murins, la présence
de différentes interleukines — ILI,
IL2, IL4, IL6, IL7, IL10, IL12, IFNY,
TNFo (tumor necrosis factor ¢), G-CSF
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(granulocyte colony-stimulating factor),
GM-CSF (granulocyte-macrophage colo-
ny-stimulating factor), MCP-1 (monocyte
chemoattractant-protein 1) — dans la
tumeur entraine une inhibition de la
croissance tumorale. Dans ces sys-
temes, les cytokines n’empéchent pas
la prolifération tumorale mais sont
capables d’activer rapidement une
réaction antitumorale efficace qui
empéche la progression de cette
tumeur [23, 24]. A la suite du trans-
fert des genes codant pour I'IL2, IL4,
IL6, IL7, IL12, IFNy, TNFa et GM-
CSF, la réponse immune antitumora-
le s’est révélée protectrice vis-a-vis
d’une injection ultérieure de cellules
parentales non modifiées [25].
D’autres études ont montré, en
outre, qu'une tumeur préexistante
pouvait régresser, voire disparaitre,
sous I'action de la réponse immune
systémique engendrée par I'injection
intratumorale de cellules cancéreuses
génétiquement modifiées par les
geénes codant pour I'IL2, I'IL4, I'IL6,
ou le GM-CSF. Des effets synergiques
de différentes combinaisons ont aussi
été observés [25].

Selon les cytokines étudiées, les cel-
lules recrutées a la phase d’induction
de la réponse antitumorale sont dif-
férentes; ainsi, I'IL1, IL2, IL7, IFNy,
GM-CSF, IL1 plus IL2, IL1 plus I1L4,
nécessitent la présence de lympho-
cytes T alors que le G-CSF ou le MCP-1
sont apparemment capables d’entrai-
ner une réponse en l'absence de lym-
phocytes T [23, 26]. Pour I'lL4, I'IL6
et le TNFaq, la nécessité de la présen-
ce ou non de cellules T pour induire
la réponse antitumorale semble
dépendre des conditions expérimen-
tales. Quoiqu’une inhibition tumora-
le efficace mais transitoire ait été par-
fois observée en I’absence totale de
lymphocytes T CD8*, la plupart des
cytokines codées par les génes trans-
férés dans les cellules tumorales
(dont I'IL2, I'IL4, I'IL7, I'lFNy et le
TNFa) nécessitent la présence des
lymphocytes CD8* pour la phase
effectrice a long terme (m/s n° 1, vol.
8, p. 80), et parfois aussi des lympho-
cytes T CD4* (comme dans le cas de
I'utilisation des génes de I'IL7 et du
GM-CSF) [27]. La régression tumora-
le est bien liée a une lyse cellulaire
directe et non a une altération des
vaisseaux sanguins avec nécrose
hémorragique entrainant secondaire-
ment une dégénérescence tumorale,

comme cela est observé lors de
I'administration systémique de TNFa
ou d’IL1. La réponse initiale, liée a
I'action méme de la (ou des) cytoki-
ne(s) utilisée(s), peut étre de type
inflammatoire (comme pour I'lL4,
I'IL7 ou le G-CSF), et donc non spé-
cifique, ou de type immun (comme
pour I'IFNy ou le GM-CSF), et donc
spécifique [28]. Le plus souvent, les
tumeurs contenant des cellules tumo-
rales modifiées sont massivement
infiltrées par des granulocytes, des
lymphocytes et des macrophages
[23]. En fait, I'inhibition tumorale
semble étre le résultat, quelle que
soit la cytokine en cause, d’un inten-
se échange, par communication via
les molécules de surface et les média-
teurs solubles, entre les différents
types cellulaires engagés dans la
réponse antitumorale. Selon la cyto-
kine utilisée, le recrutement cellulai-
re se fait sans doute dans un ordre
variable entrainant une réponse pri-
maire différente, mais la résultante
semble étre, dans la plupart des cas,
une réponse immune systémique spé-
cifique avec apparition de cellules
mémoire puisque des cellules non
modifiées injectées ultérieurement
sont rejetées.

Il semble difficile a I'heure actuelle
de comparer 'efficacité respective
des différentes cytokines du fait de la
trés grande diversité des protocoles
et des modeles utilisés. La premiére
étude dans laquelle on a comparé
directement 'efficacité de différents
génes de cytokines, dans des modeles
tumoraux murins, utilisait des cel-
lules infectées par un rétrovirus
recombinant [29]. Elle montra que,
pour certaines tumeurs faiblement
ou modérément immunogéniques,
I'immunisation par des cellules irra-
diées exprimant le GM-CSF murin
induisait I'immunité antitumorale spé-
cifique a long terme la plus efficace.
Quoique ces tumeurs fussent néga-
tives pour I’expression des molécules
de classe II du CMH, la présence a la
fois des lymphocytes T CD4* et des
CD8" était nécessaire au développe-
ment de la réponse immune. L’effica-
cité du GM-CSF sécrété localement
serait liée a sa capacité d’induire la
différenciation des précurseurs héma-
topoiétiques en cellules dendritiques
qui sont les cellules présentatrices
d’antigene les plus efficaces pour les
lymphocytes T CD4". ’
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Le Tableau I présente des exemples
d’études menées dans différents
modeles murins avec des cellules
tumorales génétiquement modifiées
par des génes de cytokines.

Des essais cliniques de thérapie
génique du cancer, dont certains
avec des génes de cytokines, d’anti-
génes du CMH ou de la molécule B7,
ont été approuvés par le US Recombi-
nant DNA Advisory Committee et cer-
tains de ces essais sont en cours [28,
30].

Antigenes tumoraux

Des progrés récents dans I'identifica-
tion d’antigénes associés aux
tumeurs, comme MAGE-1 (melanome
associaled antigen) caractérisé par
I’équipe de Boon [31] et des pep-
tides antigéniques présentés [32] ont
stimulé la poursuite de la recherche
dans ce domaine. L’implication des
lymphocytes T dans la réponse anti-
tumorale a mis en évidence I'impor-
tance, non seulement de I'antigene,
mais surtout de la présentation par
les molécules du CMH d’un peptide
antigénique provenant de la dégrada-
tion controlée de I’antigéne qui peut
étre d’origine intracellulaire (présen-
tation par les molécules de classe I)
ou extracellulaire (présentation par
les molécules de classe II). Des haplo-
types de CMH différents vont présen-
ter des peptides différents, non seule-
ment dans leur séquence primaire,
mais aussi dans leur conformation tri-
dimensionnelle. Ainsi, les épitopes
spécifiques reconnus par le systéme
immunitaire varient d’un individu a
un autre en fonction de leur haploty-
pe HLA. Si la cellule cancéreuse est
capable de présenter elle-méme ces
antigenes, alors I'identification des
peptides présentés par les molécules
de classe I du patient pourrait ne pas
étre nécessaire. Il devrait étre pos-
sible de combiner I'apport du géne
codant pour I'antigéne avec un (ou
des) géne(s) pouvant augmenter sa
présentation. On pourrait également
cibler I’antigéne vers le comparti-
ment endosomique/lysosomial en lui
associant une séquence signal com-
me celle portée par les protéines
membranaires associées aux lyso-
somes (LAMP, pour lysosome associa-
ted membrane protein), ce qui permet-
trait d’augmenter sa présentation par
les molécules de classe 11 du CMH

aux lymphocytes T CD4* [33]. Si la
cellule cancéreuse dégrade I’antige-
ne en quantité insuffisante, il faut
alors tenter d’augmenter la réponse
immune de facon indirecte ou
d’introduire, dans la cellule, les pep-
tides antigéniques a présenter, ce qui
implique une étude cas par cas des
tumeurs a traiter [34, 35].

Une autre approche potentiellement
trés intéressante serait le transfert du
géne codant pour I'antigéne spéci-
fique de tumeurs dans des cellules
spécialisées dans la présentation de
I’antigéne comme les macrophages
ou les cellules dendritiques [36].

Les vecteurs
de la thérapie
génique

La thérapie génique du cancer repo-
se sur I'introduction d’un (ou de plu-
sieurs) gene(s) thérapeutique(s)
dans une population cellulaire cible
qui peut étre composée de cellules
tumorales elles-mémes, de cellules
autologues dotées d’une activité anti-
tumorale potentielle comme les TIL
ou les macrophages [37] ou de cel-
lules allogéniques [38].

Les méthodes de transfert de genes
dans les cellules de mammiféres peu-
vent étre divisées en deux groupes
selon qu’elles font appel a des vec-
teurs non viraux ou a des vecteurs
viraux.

1. Les vecteurs non viraux reposent
pour la plupart sur la capacité de la
cellule d’internaliser par endocytose
les macromolécules. Actuellement, la
majorité des études sont centrées sur
des méthodes reposant sur les voies
d’endocytose relayées par des récep-
teurs car de telles méthodes permet-
traient de cibler in vivo le type cellu-
laire a transfecter. Ces techniques
impliquent la production de com-
plexes entre un plasmide contenant le
gene choisi et des ligands polypepti-
diques spécifiques qui peuvent étre
reconnus par des récepteurs a la sur-
face de la cellule. Un des problemes
de ce type de transfert est que les vési-
cules d’endocytose sont normalement
transportées jusqu’aux lysosomes ot
leur contenu est dégradé. Donc I'efti-
cacité du transfert dépend de I'échap-
pement de I’ADN de I’endosome
avant sa dégradation. Des équipes ont
utilisé des adénovirus inactivés ou des
peptides fusiogenes de I’hémaggluti-
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Tableau |
CELLULES TUMORALES MODIFIEES PAR DES GENES DE CYTOKINES: EFFETS /N VIVO DANS DES MODELES TUMORAUX MURINS
Cytokines Modele tumoral Cellules | Autres cellules Commentaire
effectrices effectrices
majeures possibles
IL1 NIH-3T3 transformées ND ND Régression de tumeurs chez des souris syngé-
niques
IL2 Carcinome du célon, CT-26 LT CD8* NK, N L’'expression de taux élevés d’'IL2 entraine une ré-
Mélanome, B16 Eos, M gression de la tumeur modifiée
Fibrosarcome, CMS-5, MCA-102 Dans quelques modeéles tumoraux, une réponse
Mastocytome, P815 immune systémique est produite par des injections
Adénocarcinome mammaire, TS/A ultérieures de cellules parentales non modifiées
Carcinome de la vessie, MBT-2 Il existe une corrélation entre des taux croissants
Carcinome pulmonaire, 3LL de production locale d'lL2 et les réponses antitu-
morales locales et systémiques
IL4 Plasmocytome, J558L Eos LT CD8* L’'expression de taux élevés d’IL4 entraine une ré-
Adénocarcinome mammaire, K485 LT CD4+ gression de la tumeur modifiée
Carcinome rénal, RENCA M Dans quelques modeles tumoraux, la réponse im-
mune systémique qui est engendrée par des injec-
tions ultérieures de cellules parentales non modi-
fiées est supérieure a celle induite par des cellules
tumorales irradiées non modifiées
IL6 Carcinome pulmonaire, 3LL LT CD4+ NK, M Régression de tumeurs chez des souris syngé-
Mélanome, B16 LT CD8* niques
Sarcome, MCA-207
L7 Plasmocytome, J558L LT CD4* Eos Régression de tumeurs chez des souris syngé-
Adénocarcinome mammaire, TS/A | LT CD8* niques
Fibrosarcome, FSA M
IFNYy Neuroblastome, C1300 LT CD8* NK L'introduction du géene de l'interféron y dans les
Fibrosarcome, CMS-5 cellules tumorales généralement induit ou aug-
Adénocarcinome, SP1 mente |'expression a la fois des molécules de clas-
Carcinome du célon, CT-26 sel et de classe Il du complexe majeur d’histocom-
Carcinome pulmonaire, 3LL patibilité
Carcinome de la vessie, MBT-2 Dans quelques modeéles tumoraux, I'expression de
Adénocarcinome mammaire, TS/A I'IFNy entraine un rejet de la tumeur modifiée et le
développement d’'une immunité systémique
TNFa Tumeur cutanée, 1591-RE LT CD4+ M Les cellules tumorales modifiées par le géne du
Plasmocytome, J558L LT CD8* TNFo poussent typiquement moins vite in vitro et
Sarcome, MCA-205, MCA-102 sont rejetées lors de leur injection a des animaux
syngéniques
L'immunisation par des cellules tumorales portant
le géne du TNFo. n‘engendre pas, en général, une
immunité systémique supérieure a celle induite
par l'injection de cellules irradiées non modifiées
GM-CSF | Mélanome, B16 LT CD4+ M L'injection de cellules modifiées par le géne du
Carcinome du célon, CT-26 LT CD8* Cellules GM-CSF induit une immunité antitumorale systé-
Fibrosarcome, CMS-5, WP-4 dendritiques mique a long terme
Carcinome rénal, RENCA
G-CSF Adénocarcinome du célon, C-26 N L'infiltrat inflammatoire local est caractérisé par un
: grand nombre de macrophages
Pas d’augmentation documentée de I'immunité
systémique
MCP-1 Mélanome, B16 N L'infiltrat inflammatoire local est caractérisé par un
grand nombre de macrophages
Pas d’augmentation documentée de |'immunité
systémique

IL: interleukine ; IFN: interféron ; TNF: tumor necrosis factor ; GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; G-CSF: granulocyte co-
lony-stimulating factor ; MCP1: monocyte chemoattractant protein ; LT: lymphocytes T,; Eos: éosinophiles ; M: macrophages ; N: polynucléaires neu-

trophiles, NK: cellules natural killers ; ND: non déterminé. (D'aprés (2, 26, 28).)
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nine A du virus influenza associés au
complexe ADN-ligand pour induire la
rupture de I’endosome contenant
I’ADN. Dans les deux cas, les résultats
ont montré une augmentation tres
nette du transfert ciblé du gene et de
son expression [39, 40]. Les résultats
obtenus in wvivo indiquent que
I'expression des génes est transitoire
et ces méthodes présentent, en géné-
ral, une efficacité de transfert faible
(41, 42].

2. Les vecteurs viraux ont connu un
développement important ces der-
niéres années. Le principe de produc-
tion de virus recombinants défec-
tueux pour la réplication repose sur
I'utilisation d’un génome viral ayant
des délétions plus ou moins impor-
tantes et de lignées cellulaires qui
apportent les protéines nécessaires a
la production de virions. La place lais-
sée par cette délétion est utilisée pour
insérer le géne a transférer. Cette
construction est introduite dans les
cellules de la lignée adéquate, ce qui
permet d’obtenir un grand nombre
de particules virales recombinantes.
Les rétrovirus sont actuellement les
plus utilisés en thérapie génique (m/s
n° 11, vol. 7, p. 1088) [43], ils ont déja
été de nombreuses fois testés dans des
protocoles cliniques. L’intérét de ces
vecteurs réside dans leur importante
efficacité de transfert ex vivo. L’inser-
tion du génome viral dans celui de la
cellule hote assure une expression
stable au fil des divisions cellulaires
[44]. Le niveau d’expression du trans-
gene est, en général, modéré. Ces vec-
teurs sont capables d’infecter unique-
ment des cellules en division, ce qui
limite leurs cibles potentielles in vivo.
Les particules rétrovirales sont relati-
vement labiles par rapport a d’autres
virus et elles sont rapidement inacti-
vées in vivo par un processus appa-
remment dépendant du complément;
enfin, les rétrovirus sont peu immuno-
geénes. Des progrés importants ont été
réalisés dans le développement de
lignées d’empaquetage qui permet-
tent d’obtenir des titres élevés de virus
recombinants défectueux pour la
réplication sans production de virus
de type sauvage. L'introduction direc-
te de ces lignées irradiées dans le tissu
cible a permis d’améliorer nettement
I’efficacité de transfert in vivo [40].
L’utilisation des adénovirus est beau-
coup plus récente [45]. Ces vecteurs
sont capables d’infecter de nom-

breux types cellulaires en division ou
non avec une efficacité importante et
le niveau d’expression du transgéne
est élevé (m/s n° 2, vol. 9, p. 236,
p. 238) [46]. Les particules virales
sont relativement stables — ce qui per-
met de purifier et de concentrer les
virus recombinants — elles ne sont pas
inactivées in vivo et sont immuno-
genes [25]. Apparemment, lors
d’infection massive de cellules non
permissives, le génome viral ne
s’integre pas dans celui de la cellule
hote. Cela implique une expression
transitoire du transgene par effet de
dilution au cours des divisions cellu-
laires successives. Cependant, des
expressions a long terme ont été rap-
portées [47]; elles ont été expli-
quées, dans certains cas, par un taux
de renouvellement cellulaire treés
faible et, dans d’autres cas, par la pré-
sence d’une réplication virale a un
niveau faible mais suffisant pour assu-
rer la persistance de I’expression du
transgene [40]. La présence de virus
partiellement compétents pour la
réplication dépendrait essentielle-
ment de la cellule cible (production
de facteurs spécifiques, stade du cycle
cellulaire). Un essai clinique utilisant
un adénovirus recombinant pour le
géne de la P-galactosidase, enzyme
qui permet de marquer les cellules
qui 'expriment, a été accepté pour
évaluer l'efficacité et I'innocuité de
ce vecteur (Institut Gustave-Roussy,
Villejuif, France).

Les autres systémes viraux tels ceux
dérivés du virus de la vaccine, de
" Herpes virus [48], des virus associés a
I’adénovirus (AAV) et de quelques
virus a ARN sont moins bien dévelop-
pés [44].

I Conclusion

Un des problémes majeurs de la thé-
rapie génique directe in vivo reste le
ciblage des cellules a transfecter
mais, dans le cas des tumeurs solides,
I'injection intratumorale permet un
ciblage physique du vecteur. Suivant
la stratégie thérapeutique envisagée,
le transfert peut avoir lieu ex vivo ou
in vivo. Les conditions précises a rem-
plir par le systéme de transfert sont
fonction de la stratégie utilisée mais
dans tous les cas, la méthode de
transfert sera choisie sur des critéres
d’efficacité, de sécurité, de niveau
d’expression du géne et de maniabi-
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lité. Le développement de vecteurs
micux adaptés reste une priorité
pour les années a venir.

[."¢tude des modeles animaux a forte-
ment contribué au développement
des connaissances actuelles mais ces
modéles ne miment que partielle-
ment la situation chez 'homme. Des
modeles plus proches des situations
pathologiques humaines sont en
cours de développement, comme des
souris SCID (severe combined immunode-
Jieney) porteuses de tumeurs humaines
¢t reconstituées avec des cellules
immunocompétentes autologues.

l.e nombre de génes thérapeutiques
potentiellement utilisables en immu-
nothérapie du cancer par génie géné-
tique est important. Actuellement, ces
genes sont le plus souvent testés seuls,
mais il apparait que leurs combinai-
sons pourraient présenter une effica-
cité supérieure. Selon les modeéles
choisis et les modalités d’administra-
tion, les résultats enregistrés sont
variables. Il semble évident que le trai-
tement des cancers par immunothéra-
pie génique devra, dans tous les cas,
étre adapté a chaque situation ch-
nique. Différents protocoles pourront
étre imaginés avec transfert de genes
in vivo ou ex vivo associés ou non a des
traitements conventionnels ou en trai-
tement de relais M
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Summary

Antitumoral vaccination and gene
therapy

The goal of antitumoral vaccination
is to induce an efficient, protective
and specific immune response
against tumor cells. Immunothera-
py against cancer is an old idea
that is currently undergoing a re-
naissance following the refine-
ments of techniques of gene trans-
fer. Intratumoral expression of
transferred genes allows a local sti-
mulation of the immune system
around the tumor and reduces se-
condary effects linked to systemic
administration. Gene therapy also
allows the modification of the pro-
tein composition of the tumor cell
membrane. The possibility of inter-
vening at both levels of soluble me-
diators and membrane protems is
a strong argument for cancer im-
munotherapy. Many assays have
been conducted on murine tumor
models with genes coding for
membrane molecules implicated
in antigen presentation, in the co-
stimulation signal, or for cytokines.
The possibility of transferring va-
rious genes in the same cell could
permit the transfer of combina-
tions of therapeutic genes to
obtain an optimum local stimula-
tion of the immune system agaimst
the tumor.
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