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Cancer = Maladie génétique

Environ 4000 maladies génetiques héréditaires
(maladies « orphelines »

Maladies acquises : maladies neurodegéneratives, cancer

= Concept de thérapie genique :

« Insertion delibéerée de matériel genétique dans [’organisme
d’un patient pour corriger un defaut préecis a [’origine d 'une
pathologie, que ce soit a titre curatif ou preventif »



Stratégies de transtert de gene

Plasmide + vecteur
—] ADNCc (séquence codante)

Régions régulatrices (promoter et enhancer)
-deéterminent la spécificité de tissu
-déterminent le niveau d’expression

-permettent la régulation de I’ADNc¢ Transfert directement

dans le patient

Transfert de I’ADN ex vivo
dans les cellules en culture

— \
Réadministration des

cellules



Dates -Clés

1973 : Premieres expériences de transfert de génes.

1980 : Premiere expérience de thérapie génique par Cline (Etats-Unis).

1986 : ldentification du géne de la myopathie de Duchenne sur le chromosome X
par le généticien ameéricain A Monaco

1987 : Lancement du Téléthon par I’Association frangaise contre les myopathies
1990 : Fondation du Généthon par I’Association frangaise contre les myopathies et
le centre d’étude du polymorphisme humain

1990 : Premier succes partiel de la thérapie génique chez une fillette de 4 ans
atteinte de déficit immunitaire en ADA (adénosine déaminase), par I'équipe du Pr
M Blaese a Bethesda aux Etats-Unis.

2000 : Premier véritable succés de la thérapie génique chez deux nourrissons
atteints d’'un déficit immunitaire combiné sévere (SCID) par le Pr A Fischer et M
Cavazzana-Calvo a Necker-Enfants Malades - Paris.

2006 : Essai ONYX (p53 vecteur viral) en cancérologie
2008 : Thérapie génique du SCID agréée ? (Pr MG Roncarolo - HSR-TIGET Milan)



Répartition des protocoles

Cancer diseases 66% (n=656)
Monogeneic diseases 9.4% (n=93)
Vascular diseases 8.1% (n=80)
Infectious diseases 6.6% (n=65)
Other diseases 2.9% (n=29)

Gene marking 5.3% (n=52)
Healthy volunteers 1.2% (n=12)



Phases cliniques

Phase | 63% (n=624)
Phase I/l 21% (n=204)
Phase Il 13% (n=131)
Phase I1I/1Il 1.1% (n=11)
Phase Il 1.7% (n=17)



Nombre d’essais cliniques
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Vecteurs utilisés

Retrovirus 27% (n=263)
Adenovirus 26% (n=258)
Naked/Plasmid DNA 15% (n=150)
Lipofection 8.6% (n=85)

Pox virus 7.2% (n=71)

Vaccinia virus 4.7% (n=47)

Herpes simplex virus 3% (n=30)
Adeno-associated virus 2.5% (n=25)
RNA transfer 1.1 (n=11)

Others 2.2% (n=22)

N/C 4.2% (n=41)



Modes d’administration

Occlusion veineuse
Injection intraveineuse
(vecteurs viraux et non-

viraux) Electroporation

Injection intraveineuse —veine
porte

Injection locale (vecteurs viraux et non-viraux)

vecteurs viraux et non-viraux)

Injection intraartérielle
(vecteurs viraux et non-viraux)

g Gene gun




Genes-cibles

Cytokine 24% (n=241)

Antigen 14% (n=136)

Tumor supressor 12% (n=116)
Suicide 7.5% (n=74)

Deficiency 6.9% (n=68)

Drug resistance 5.7% (n=56)
Receptor 3.2% (n=32)
Replication inhibitor 2.7% (n=27)
Others 13% (n=132)

N/C 11% (n=105)



Thérapie génique et cancer

Correction de mutations
inhibition d’oncogene
réactivation de genes suppresseurs
Chimiothérapie « moléculaire »
gene suicide
chimioprotection de tissus sains
gene antiangiogenique
Immunothérapie génique
in vitro (TIL, cellules dendritiques)
in vivo (cytokines, molécules immunomodulatrices)



Thérapie génique immunomodulatrice

Modification des cellules tumorales
transfert de médiateurs (cytokines ex IL2, IFN,

GMCSEF, etc...)

Modification de cellules immunocompétentes
TIL , fibroblastes transfectés (1L12)
cellules dendritiques



Résultats cliniques / précliniques

Mechanisms

Basic Study

Clinical Study

Apoptosis
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Transfert de gene suicide

HSV — Thymidine kinase - Ganciclovir

TK

GCV GCy  Pphosphorylase =y, Mort

mono P Tri P cellulaire

Thymidine kinase non toxique chez I’homme
Pas de substrat

Transforme le ganciclovir en compos¢ toxique incorpore dans I’ADN

Idem pour cytosine désaminase / S-fluorocytosine



Association avec radiothérapie

Radiation and HSV-tk Synergy

DNA Repair and m ‘ Cell Death |
( ‘b‘




Résultats cliniques (gliomes malins)

Surviving proportion

All patients
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Correction de mutations
Oncogenes et suppresseurs

Cible Stratégie Vecteur Type de cancer
pS3 Remplacement AdénoV ~ Nombreux

RB Remplacement AdénoV  vessie
BRCA-1  Remplacement RetroV ovaire

IGF1 Blocage Lipide Glioblastome
K-ras Blocage RetroV NSCLC

cmyc, cfos Blocage RetroV sein et prostate

TGF b Blocage Plasmide  Glioblastome



Transfert de gene suppresseur

Principalement p353

De nombreux essais cliniques en cours
- cancers des VADS

- cancers du poumon
- métastases hépatiques
- cancer de 1’ovaire
Différentes voies d’administration
- Intratumorale
- Intraartérielle
- Intracavitaire (peritoine, plevre....)



Bases précliniques

MD Anderson (Gary Clayman et coll.)

Liu et al, Cancer Res, 1994
Clayman et al, Cancer Res, 1995
Liu et al, Cancer Res, 1995

Lignees cellulaires de HNSCC in vitro and in vivo

Adenovirus



Expression de P53

Western blot Immunocytochimie

Lignées Tu-177 et Tu-138 (HNSCC) Lignée Tu-138 (HNSCC)

Forte augmentation de 1’expression de P53 dans les cellules transfectées

Liu et al., Cancer Res, 1994



Cell number (1x10°)

Inhibition de croissance cellulaire
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et induction d’apoptose spontanée apres transfert de pS53
Liu et al., Cancer Res, 1994
Liu et al., Cancer Res, 1995



Inhibition de croissance tumorale

TU-138 HNSCC

Ad5CMV-p53

Replication
defective
virus

Untreated
control

In situ end-labeling (TUNEL) analysis
tumor bearing mice

Inhibition significative de la croissance tumorale
et induction d’apoptose (tissus tumoral
uniquement) chez les animaux transfectés

Liu et al., Cancer Res, 1994
Liu et al., Cancer Res, 1995



Essais cliniques en cours en 2008

51 essais reférences au NCI-PDQ

Dont 21 en immunothérapie
3 geéne suicide + RT
3 p53 (Onyx®)
3 TNF + RT (TNFerade®)

+ de 15 types tumoraux différents
(10 mélanome, 6 prostate, 5 B-CLL, 4 vessie, 4 pancreas, 3 ORL, 3 sein, ...)

Majorité vecteurs viraux (adénovirus ++), 1 PEI



Thérapie génique per-opé€ratoire

Aucun essail reféerencé actuellement

Interét potentiel :
carcinomatose peritoneale ?
berges ?
cellules circulantes ?
r¢habilitation tissus ?



Innovation technologique

*Nouveaux vecteurs non viraux

(PEI, chitosan, PLA, PEG-HA, Eudragit®)
*Nouvelles formulations (hydrogels)
*Nouvelles voies d’administration
(trans-arteriel, oculaire, topique)

*Relargage localise, « programme » (PCI)



Internalisation photochimique (PCI)
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Polymeres PEG-HA (hydrogels)
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« Thérapie génique locale a libération prolongee »

Wieland et al, 2007



Hydrogel « tissu-colle »

Polymere a base de PEG photopolymérise
« Therapie génique topique per-operatoire »

Oligonucléotides-antisens anti-ICAM 1
Mode¢le murin de néphrectomie/ischemie

Phull et al, 2008



« Suppression » de 1’expression
d’ICAMI1 dans les tissus traités
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Conclusion

Rationalisation de la thérapie génique en cancerologie

Différentes approches
(immuno, gene suppresseur, ARN1, ODN/AS)

Vectorisation majoritairement virale
Developpement de vecteurs non viraux performants

Approche « gene-medicament »
Perspectives d’application en per-opératoire

Attente de validation préclinique et d’essais cliniques
structures






