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INTRODUCTION

Le cancer a été pendant longtemps considéré comme une maladie incurable. Grace aux progres actuels,
des traitements ont vu le jour permettant de guérir certains cancers ou du moins ralentir la progression.
Cependant, le nombre de nouveaux cas de cancers détectés par an est toujours en hausse, principalement
du fait que la population évolue continuellement et qui compte de plus en plus de personnes agées. En
France, le nombre de cancers estimés en 2023 est d’environ 432 000 cas avec une répartition de 245 000
chez les hommes et 187 000 chez la femme. Les cancers les plus fréquents sont ceux de la prostate, du
sein, du célon-rectum et du poumon. Néanmoins le nombre de décés par cancer est en baisse entre 2010

et 2018 grace aux progres de détection de la maladie mais également grace aux nouveaux traitements

(1),

Les thérapies actuellement disponibles sur le marché ont démontré leur efficacité. Qu'il s'agisse de la
chimiothérapie, de 'hormonothérapie, de la radiothérapie ou encore des immunothérapies, elles ont
apporté des résultats significatifs, bien que leur efficacité ne soit pas absolue. Cependant, de nouveaux
candidats thérapeutiques sont en cours de développement afin de cibler de maniére plus précise les
tumeurs tout en réduisant les effets secondaires indésirables. Parmi les innovations émergentes, les
immunothérapies oncolytiques arrivent comme une stratégie prometteuse et novatrice pour lutter contre

cette maladie dévastatrice.

Transgene, entreprise de Biotechnologie basée a Illkirch, développe ce type d’immunothérapies en
utilisant le virus de la vaccine (VV) comme vecteur. Elle possede deux plateformes différentes (2):

- Myvac® pour une thérapie individualisée, composée de deux produits : TG4001 et TG4050

- Invir.IO® basée sur trois virus oncolytiques : TG6002, BT-001 et TG6050
La présente étude portera sur cette dernicre plateforme, se concentrant particuliérement sur les produits
TG6002 et BT-001 qui se trouvent actuellement en phase I d’essais clinique avec déja des premiers
résultats communiqués. L’essai clinique de TG6050 ayant commencé en mai 2023 avec le traitement de
son premier patient, les données recueillies ne sont pas encore suffisamment développées pour étre
présentés (3). Grace a I’exploitation des caractéristiques uniques des virus et en les redirigeant de
maniere ciblée vers les cellules cancéreuses, la thérapie par virus oncolytiques offre un espoir de

traitements plus efficaces et mieux tolérés.

Ce travail consacré a la conception de virus oncolytique va remettre en contexte les caractéristiques
spécifiques des cellules cancéreuses ainsi que du systéme immunitaire. Une évaluation de I’état des lieux

sur les traitements actuels et leurs limites, expliquant la nécessité de nouvelles approches pour aider les
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patients permettra d’éclairer 1’émergence de ce type de technologie. Concevoir de tel virus en les
modifiant pour cibler les cellules cancéreuses représente a la fois un défi d’armement interne du virus et
de mise en place d’une production a grande échelle. Les conditions de fabrication spécifiques a ce type
de produit sont particulieres et exigeante. Les étapes de production des virus développés par Transgene
seront donc détaillées menant ensuite a la derniére section abordant la concurrence présente et stimulante
utilisant d’autres souches virales et mécanisme d’action. Cette perspective permettra d’élargir notre
compréhension des virus oncolytiques en développement, en offrant un apercu plus complet du paysage

de cette innovation prometteuse.
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PARTIE I : Immunothérapie et virus oncolytique

I. Contexte

A. Cancer et réponses immunitaires

L’appellation du mot cancer vient du latin cancer signifiant « crabe ». Ce terme a été trouvée par
Hippocrate qui a comparé la forme d’une tumeur (ronde qui s’étend en rayons) semblable a celle d’un
crabe en mouvement (4). Cette maladie complexe est provoquée par le déréglement de cellules qui
proliféerent de maniere incontrélée a la suite de mutations génétiques. Elles engendrent un réseau de
cellules anormales pouvant provoquer des dysfonctionnements au niveau des organes ou elles sont
situées ou se propager a d’autres organes. Les facteurs de risque de cette maladie peuvent étre nombreux
et different d’une personne a une autre (environnemental, génétique, hormonal, infectieux etc...) (1).

Afin de mieux comprendre les mécanismes de défense et de survie d’un cancer, ses caractéristiques
intrins€éques et son microenvironnement immunitaire vont étre détaillés ainsi que les traitements

existants et leurs limites.
1. Les caractéristiques du cancer

L’homéostasie tissulaire est un facteur important pour la survie cellulaire. Il se définit par la capacité
des cellules a maintenir un équilibre afin d’assurer le fonctionnement et la structure du tissu cellulaire.
Dans les cellules cancéreuses, le mécanisme d'homéostasie est perturbé, ce qui conduit a une perte de
régulation des processus cellulaires tels que la division ou la différenciation cellulaire. En 2000 (5), le
cancer fut défini par six caractéristiques fonctionnelles permettant sa survie.

- Son indépendance par rapport aux facteurs de croissance grace a I’activation de récepteurs
indépendants a des facteurs de croissance (tels que la voie des récepteurs a la tyrosine kinase) et
I’activation autonome des voies de signalisation cellulaire (v-Src, régule 1’adhérence et la
migration des cellules et Ras).

- L’échappement aux signaux antiprolifératifs, qui se traduit par des pertes ou des mutations de
genes tel que pRb, protéine du rétinoblastome qui est a l’origine de nombreux signaux
antiprolifératifs, ou p53, géne suppresseur de tumeur.

- La mort cellulaire programmée (ou apoptose) est un mécanisme naturel dans le cycle de vie
cellulaire qu’une cellule tumorale réussi a esquiver. De nombreux signaux déclenchant 'apoptose
convergent vers les mitochondries, qui répondent aux signaux pro-apoptotiques en libérant du
cytochrome C, un puissant catalyseur de l'apoptose. La protéine suppresseur de tumeur p53 peut
déclencher I'apoptose en régulant a la hausse I'expression de Bax, en réponse a la détection de

dommages a I'ADN. Bax stimule a son tour les mitochondries pour libérer le cytochrome C. Dans

13



le cas de nombreux cancers, p53 est muté et ne joue plus son rdle d’activateur de 1’apoptose.

- Le quatrieme point fonctionnel est la réplication illimitée. En effet, une cellule saine poss¢de
un certain nombre de réplication avant de passer dans un stade dit de sénescence. Ce stade peut
étre contourné par les cellules tumorales en désactivant leurs protéines suppresseurs de tumeur
PRb et p53, mais aussi par surexpression de la télomérase capable de rallonger les télomeres (6).
L’inactivation de la protéine p53 est observée dans plus de 50 % des cancers humains.

- L’augmentation de la synthése de vaisseaux sanguins par angiogenése permet d’amener
I’oxygene et les nutriments nécessaires a la survie des cellules. L’activation de 1’oncogeéne Ras
dans certains types de cellules entraine une régulation positive de lI'expression du VEGF, facteur
de croissance clef de ’angiogenese (7).

- Pour finir, les complications tumorales sont surtout dues a une invasion tissulaire locale et a
distance du site primaire. Aussi appelé métastases, elles sont la cause de 90 % des déces par
cancer chez I'Homme.

Ces différents mécanismes tumoraux sont synthétisés dans Figure 1
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Figure I : Représentation des différents mécanismes tumoraux de survie cellulaire

L’acquisition de capacités biologiques telles que la résistance a l'apoptose, I'angiogenese soutenue et le
potentiel réplicatif illimité peut apparaitre a différents moments du processus tumoral.

Par la suite, de nouvelles caractéristiques ont été découvertes (8) , parmi celles-ci, la reprogrammation
du métabolisme énergétique ou encore I’échappement a la destruction immunitaire. Ce dernier point
permet de faire le lien entre les cellules immunitaires et les cancers. En effet, le microenvironnement
tumoral est trés hétérogéne et n’est pas seulement composé de cellules tumorales mais de cellules
endothéliales, de fibroblastes, de cellules immunitaires... Appuyé par I’inflammation chronique et

I’instabilité génétique, cela fait de I’environnement tumoral un microcosme indépendant.
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Parmi toutes ces caractéristiques, certaines sont ciblées pour éliminer sélectivement les cellules
tumorales. Par exemple, la réplication multiple et illimitée est favorable a la réplication de virus
oncolytiques.

Afin de comprendre plus spécifiquement le lien entre cellules immunitaires, le cancer et par la suite les
virus oncolytiques, la partie suivante va aborder les différents types d’immunité présent au sein du

microenvironnement tumoral.

2. Réponses immunitaires

Le systeme immunitaire est composé de deux branches principales pour lutter contre les pathogénes

(Figure 2).
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Figure 2 : Représentation des différentes cellules immunitaires (9)
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La premiere ligne de défense correspond a I'immunité innée. Elle est composée principalement de
cellules dendritiques (DC), granulocytes ou encore de macrophage. Cette réponse est induite lorsqu’un
signal de danger est émis suite a I’interaction spécifique entre des récepteurs du soi appelés PRR («
Pattern Recognition Receptors ») et des molécules du non-soi appelées PAMP (« Pathogen Associated
Molecular Patterns »). Ces cellules vont alors détruire le pathogéne étranger.

Si cette premicre immunité n’est pas suffisante pour éliminer le pathogene, I’immunité adaptative prend
ensuite le relai. Elle est principalement composée de lymphocytes qui font partie de deux familles : les
lymphocytes B (LB), cellules sécrétrices d’anticorps et les lymphocytes T (LT). Pour mieux comprendre

la suite de ce rapport, le développement des LT sera détaillé.

Les LT naissent dans la moelle osseuse et migrent dans le thymus pour devenir mature. Lors de leur
entrée dans le thymus, les LT sont au stade dit « double négatif » c’est-a-dire qu’ils n’expriment aucune
protéine de surface (CD4, CD8, CD3 et TCR). Aprées plusieurs sélections (positive et négative) pour
¢viter des lymphocytes auto-réactifs ou inefficaces, les LT vont se différencier par leur protéine de
surface et devenir mature. Ces protéines permettent de classer les LT en différentes catégories :

- LT- yo, qui expriment la protéine TCR-1 associ¢ a CD3. Ces lymphocytes reconnaissent

plusieurs types d’antigénes et n’ont pas besoin des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) pour
15



étre activés.

- Cellules NKT (Natural Killer T) qui expriment la protéine TCR-2 associ¢ a CD3. Elles peuvent
produire de grandes quantités de cytokines pour réguler le systéme immunitaire et sont également
douées d’une activité cytotoxique.

- LT-CDS8 qui expriment la protéine TCR-2 associ¢ aux protéines CD3 et CDS : ils deviendront
des LT cytotoxiques et reconnaitront le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-
I) des CPA. Ce CMH-I est un systéme de reconnaissance du soi présent sur toutes les cellules
nucléées de I’organisme.

- LT-CD4 qui expriment un TCR-2 associ¢ au CD3 et au CD4 : ils deviendront des LT helper qui
jouent un role de régulation du systéme immunitaire adaptatif. Ils reconnaitront le complexe

majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) présent uniquement sur les CPA.

Figure 3 : Signaux transmis au LT-CD4 pour son activation

Une fois différenciés et matures, ils vont quitter le thymus et migrer en périphérie. Les LT-CD4 et CD8
doivent recevoir trois types de signaux par des CPA pour étre activés. Le premier signal correspond a la
liaison du complexe peptide étranger-CMH-II par le récepteur TCR et par un co-récepteur CD4 par
exemple, comme décrit Figure 3. Le second signal de co-stimulation doit étre délivré par la méme CPA
grace a la rencontre du CD28 du LT sur la molécule B7 de la CPA. Cela a pour effet I’augmentation de
la prolifération et de la survie de ce LT. Pour les LT-CD4 en particulier, différentes voies de
différenciation produisent des sous-ensembles de LT effecteurs qui effectuent différentes réponses, en
fonction de la nature d'un troisiéme signal délivré par la CPA. Les cytokines représentent généralement,
mais pas exclusivement, le troisieme signal impliqué dans la direction de cette différenciation (9).

Dans le cadre de I’immunité tumorale, les cellules de I’'immunité innée participent a la lyse tumorale par
la reconnaissance des PAMP a la surface de la cellule anormale. Elles vont également pouvoir présenter

un antigéne spécifique de ces cellules tumorales aux cellules de I’'immunité adaptative par le biais de
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leur CMH. Ces interactions permettent a I’organisme de lutter contre les cellules cancéreuses, mais cela

a des limites.

i Théorie du danger

La reconnaissance des pathogenes étrangers sans réaction des cellules immunitaires de notre propre
corps a suscité de nombreux questionnements. Pendant longtemps, la théorie du « soi et du non soi » a
permis de décrire les réactions immunitaires dirigées contre les ¢léments étrangers au corps. Par la suite,
Paul Matzinger a proposé la « théorie du danger », expliquant que les réponses immunitaires sont
déclenchées par des « signaux de danger » ou des « signaux d'alarme » émis par les propres cellules du
corps. Toute réponse immunitaire n'est pas due a la présence de « non-soi » mais a 1'émission, au sein
de l'organisme, de signaux de danger dii a un dommage préalable, comme une cellule infectée par un
virus par exemple. Ce principe permet d’expliquer la tolérance de 1’organisme de certains ¢léments
étrangers tels que les bactéries commensales de I’intestin, mais a tout de méme des limites, en particulier
concernant les tumeurs. Matzinger a affirmé que selon cette théorie, I’absence de réponse immunitaire
au sein d’une tumeur est liée au fait qu’elle est composée de cellules saines en croissance. Or, ces
derniéres ne subissent pas la mort par nécrose ou n'envoient pas de signaux d'alarme. Mais il est su a

présent qu’une réponse immunitaire existe envers les tumeurs et qu’elle en ¢limine beaucoup (10).

ii. Cycle cancer immunité

Dans les années 2010, un cycle « cancer-immunité » a été décrit, selon lequel les cellules cancéreuses
devraient étre éradiquées grace a une réponse immunitaire acquise des LT. En effet, des protéines
composant les cellules tumorales peuvent muter (on les appelle les « néo-antigénes » (11)) et étre

reconnues par le systtme immunitaire. Ce cycle se déroule en 7 phases, illustrées Figure 4.
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Figure 4 : Cycle cancer-immunité (12)
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Tout d’abord, les néo-antigénes créés par I'oncogenése sont libérés (étape 1) et capturés par les cellules
dendritiques. Cette étape doit étre accompagnée de signaux pour fonctionner tels que des cytokine pro-
inflammatoires. Les DC présentent ensuite ces antigénes capturés aux LT via le CMH (étape 2), ce qui
entraine l'activation des LT effecteurs contre ces antigénes spécifiques du cancer (étape 3). La nature de
la réponse immunitaire est déterminée a ce stade. En effet, il existe un équilibre critique entre le rapport
des LT CD4 effecteurs et régulateurs qui joue un role déterminant dans le résultat final. Si trop de cellules
régulatrices sont activés, les cellules effectrices seront trop fortement inhibées et ne pourront plus faire
leurs actions. Enfin, les LT effecteurs activés circulent vers le lit tumoral (étape 4), I’infiltrent (étape 5)
et se lient spécifiquement aux cellules cancéreuses par l'interaction entre son récepteur de cellule T
(TCR) et son antigéne apparenté 1i¢ au CMH (étape 6). IIs tuent alors les cellules cancéreuses (étape 7).
Lorsque les cellules cancéreuses sont détruites, des antigénes supplémentaires associés a la tumeur sont

libérés (retour a I’étape 1), augmentant I'ampleur et la profondeur de la réponse au prochain tour du cycle

(12).

Ce cycle immunitaire du cancer est déséquilibré chez les patients dont le cancer se développe. Les néo
antigénes tumoraux peuvent ne pas étre détectés par les DC ou bien les LT peuvent considérer ces
antigenes comme ¢étant du soi plutot qu’étranger. Cela amene a une réponse des LT régulateurs plutdt
qu’effecteurs, ils ne peuvent pas infiltrer correctement la tumeur ou alors vont étre supprimés par le
microenvironnement tumoral. Ce systeéme d’échappement immunitaire peut étre obtenu par plusieurs

mécanismes différents.

iii. Echappement immunitaire

Pour qu’un cancer devienne incontrdlable, il doit réussir a échapper au cycle décrit précédemment
(Figure 5). Une tumeur va passer par trois phases d’évolution (9) :

- Laphase d’¢limination ou le syst¢éme immunitaire reconnait et tue la tumeur,

- La phase d’équilibre avec I’acquisition de mutation. Il s’agit d’une adaptation de la tumeur,

- Laphase d’échappement avec une prolifération incontrdlée, le systéme immunitaire est dépassé.
Cette phase d’échappement arrive grace a divers mécanismes (Figure 5 : Mécanisme d’échappement
immunitaire (9). Par exemple, l'activation des LT médiés par les DC peut étre empéchée par la tumeur
qui ne présente aucun peptide tumoral a sa surface ou les antigénes présentés seront considérés comme
du soi. Il existe également des mécanismes de suppressions immunitaires : méme si les cellules T
spécifiques de l'antigéne tumoral infiltrent le tissu tumoral, leur activité tueuse de tumeurs peut étre
bloquée par des cellules régulatrices ou par activation des points de controle immunitaires, tels que PD-

L1 (ProgrammeDeath Ligand I) ou CD80 (9) (13).
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Figure 5 : Mécanisme d’échappement immunitaire (9)

Ces points de contréles immunitaires jouent un réle important au sein des tumeurs. En effet, les réponses
immunitaires sont contrélées par plusieurs points de contréle immunologiques. Ils peuvent étre positifs
ou négatifs. Un point de controle positif est controlé par les récepteurs de costimulation, tel que le CD28.
Apres liaison a leurs ligands qui sont présentés par les CPA telles que les DC, ces récepteurs activateurs
peuvent amener les signaux nécessaires a I’activation du LT.

Les points de controle immunologiques négatifs sont assurés par des récepteurs inhibiteurs tels que
CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) et PD-1 (ProgrammeDeath Ligand I). CTLA-
4 impose un point de controle critique pour les cellules T potentiellement autoréactives en se liant aux
molécules CD80 (ou B7.1) sur les DC et en fournissant un signal négatif. Ce signal doit étre surmonté
par d'autres signaux positifs avant que les cellules T ne puissent étre activées. Il en est de méme pour le
récepteur PD-1, exprimé a la surface des LT qui inhibe leur croissance (9).

Ces différents signaux permettent une régulation des lymphocytes afin d’éviter une expansion clonale
incontrolable. Dans certaines tumeurs, les cellules cancéreuses expriment le ligand PD-L1 a leur surface.
Son expression est augmentée par 1’interféron gamma, cytokine sécrétée par les LT. Cela permet aux
cellules cancéreuses de se lier au récepteur PD-1 des LT et ainsi leur envoyer un message d’inhibition.

Ces différentes interactions sont récapitulées Figure 6.
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Figure 6 : Interactions entre les LT, les CPA et les cellules cancéreuses permettant ’activation ou la

régulation du LT (14)

Les cellules cancéreuses et le systéme immunitaire sont donc des systémes complexes mais ayant des
particularités pouvant étre ciblées afin d’éradiquer la tumeur. Des traitements existent depuis plusieurs

années et de nouveaux émergent afin de cibler plus spécifiquement les tumeurs.

3. Traitements actuels

Comme chaque cancer est unique avec ses propres mutations, le traitement doit étre adapté a chacun. Le
choix du traitement est décidé lors d’une réunion de concertation pluridisciplinaire, par plusieurs
professionnels de santé. Lorsque cela est possible, la chirurgie est privilégiée et souvent associée a une
radiothérapie ou a une prise médicamenteuse (telles que la chimiothérapie, 1’hormonothérapie,
I’immunothérapie et les thérapies ciblées). Ces traitements ont pour objectifs de supprimer la tumeur ou
les métastases, de réduire le risque de récidive et de prévenir et traiter les symptomes engendrés pour

assurer la meilleure qualité de vie possible (15).

i. La chimiothérapie
La chimiothérapie est née vers 1943 aux Etats-Unis et a pour objectif de détruire toutes les cellules en
division. La classe des alkylants qui a vu le jour apres la seconde guerre mondiale, reste encore tres
largement utilisé. Depuis, d’autres classes ciblant les cellules en division ont enrichi le panel de
médicaments, tels que les antimétabolites, les inhibiteurs de topoisomérase ou encore les poisons du

fuseau mitotique (Figure 7) (16).
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Figure 7 : Cibles des différentes classes des anticancéreux cytotoxiques

Par exemple, le 5-fluorouracile (5-FU) fait partie de la famille des antimétabolites, il va inhiber la
synthese des acides nucléiques de I’ADN et de I’ARN et en particulier les bases pyrimidiques. Il va
interagir avec les enzymes du métabolisme des pyrimidines tel que la thymidylate synthase (TS),
empéchant la synthése du désoxyuracile diphosphate (dUDP) en désoxythimydine diphosphate (dTDP)

ainsi que sa transformation en dihydrofolate réductase (DHFR) ce qui rend la synthése de base
impossible. Ce mécanisme est détaill¢ Figure 8 (16).
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Figure 8 : Cible du 5-FU dans le cycle de synthese de ’ADN

Le principal inconvénient de ces composés cytotoxiques est leur manque de sélectivité : ils ciblent a la
fois les cellules tumorales mais également les cellules saines. Les effets indésirables sont donc tres

fréquents et potentiellement graves comme des toxicités digestives ou hématologiques, des alopécies. ..
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ii. Les thérapies ciblées
A la fin du XX°™ siécle, le développement de la biologie moléculaire a permis d’améliorer la
connaissance des nouvelles cibles thérapeutiques comme des antigenes de surface ou des facteurs de
régulation de I’immunité antitumorale. On distingue deux stratégies principales :

- Un ciblage extracellulaire par la reconnaissance d’un antigéne de surface ou par blocage d’un
récepteur. Ce ciblage se fait par un anticorps monoclonal qui se fixe sur la cible.

- Un ciblage intracellulaire par blocage compétitif d’un site ATP-dépendant grace a une petite
molécule. Cette activité peut étre portée par un récepteur membranaire (VEGFR pour
I’angiogenese) ou par une protéine intracellulaire (B-Raf qui améne la cellule dans un état de
prolifération incontrdlée si la protéine est mutée). La molécule s’y fixe pour bloquer 1’activité
anormale.

Ces médicaments ont donc été développés pour cibler directement les cellules cancéreuses ou le
microenvironnement tumoral. Bien que leurs actions soient plus ciblées que la chimiothérapie, les effets
secondaires sont tout de méme présents. On retrouve des troubles digestifs, une asthénie, des réactions
cutanées ou encore des réactions d’hypersensibilité. Il faut aussi faire trés attention en prenant ces
médicaments car il existe de nombreuses interactions médicamenteuses qui ne sont pas anodines (risque

thrombo-embolique, risque cardiaque, modification du métabolisme hépatique...)(16).

De nouvelles approches sont donc en cours et ciblent préférentiellement le systéme immunitaire. En
effet, un échappement au systéme immunitaire par les cellules cancéreuses peut avoir lieu. Des anticorps
monoclonaux ont été¢ développés pour réactiver le systéme immunitaire, on parle d’immunothérapie
anticancéreuse. L’ immunothérapie est en plein essor avec de nombreux candidats médicaments en
développement. Cette approche permet un ciblage précis de la tumeur en limitant les effets secondaires
rencontrés lors de I'utilisation de chimiothérapies et de thérapies ciblées, méme s’ils sont moindres avec

ces derniéres.

B. Immunothérapie anticancéreuse

L’immunothérapie anticancéreuse est donc un principe thérapeutique qui consiste a stimuler le systeme
immunitaire d’un patient pour qu’il s’attaque aux cellules tumorales. Il existe plusieurs

approches d’immunothérapie.
1. Les anticorps monoclonaux.

Les anticorps monoclonaux sont fabriqués spécifiquement pour traiter une maladie. Apres sélection d’un
clone cellulaire d’un LB qui a appris a reconnaitre une protéine cible, des anticorps sont produits. Si on
expose ces cellules immunitaires a une protéine nécessaire a la réplication de cellules cancéreuses

(récepteur, cytokine), I’anticorps obtenu va se fixer sur cette cible et I’empécher de remplir son role. Les

22



cellules cancéreuses ne pourront donc plus se multiplier. Avec les anticorps monoclonaux, on peut ainsi
neutraliser de maniere trés précise une protéine sans affecter les autres. Parmi ces anticorps, les
inhibiteurs de points de controle immunitaire (ou inhibiteurs de checkpoint immunitaire) sont les plus

utilisés.

Ces inhibiteurs de points de controle immunitaire ont été mis en évidence par James Allison et Tasuku
Honjo qui ont recu le prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 2018 (17). Ils travaillaient
respectivement sur les anticorps anti-CTLA4 (Ipilimumab) et anti-PD1 (Nivolumab, Pembrolizumab)
qui ont maintenant une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) et sont administrés a des patients
atteints de cancer. Ces anticorps sont des régulateurs négatifs de la fonction immunitaire des LT (18).
Comme décrit précédemment, les LT peuvent étre inactivés par différents types de ligands, présents a la
surface des CPA ou des cellules cancéreuses. Pour éviter cette interaction récepteur-ligand, ces anticorps
vont venir se fixer soit au niveau du récepteur (pour exemple anti-PD1), soit au niveau du ligand (anti
PD-L1). Les différentes interactions sont détaillées Figure 9.
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Figure 9 : Récapitulatif des différentes interactions récepteur-ligand entre une cellules cancéreuses,

un LT et une CPA (19)

Ces points de controle immunitaire ont prouvé leur efficacité dans certains cancers, comme le mélanome,
le cancer du poumon non a petites cellules ou encore le cancer de 1’ovaire. Mais malgré leur efficacité,
de nombreux patients ne bénéficient pas de ce traitement avancé pour trois raisons
majeures. Premierement, de nombreux cancers n'ont pas une forte immunogénicité. Deuxiémement, tous
les patients atteints de tumeurs immunogenes ne répondent pas au traitement, en raison de mécanismes
intrinséques et extrinséques aux cellules tumorales. Enfin, une résistance acquise apparait chez certains
patients (13). En effet, ces résistances peuvent venir de la perte de la fonction des LT, le manque de

reconnaissance des LT par une régulation négative de la présentation de 1'antigéne tumoral ou par le
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développement de variants de mutation d'échappement dans le cancer (20). Une solution serait de
combiner plusieurs inhibiteurs de points de contrdle immunitaire mais cela augmente également les
effets indésirables comme des complications cutanéo-muqueuse ou digestive. D’autres approches
doivent donc encore étre développées pour améliorer ou remplacer ces inhibiteurs de points de controle

immunitaire.

2. Les cellules CAR-T

En 1989, les premiers CAR (chimeric antigen receptor) ont été congus par Z. Eshhar. Il les avait alors
appelés T-bodies. Mais leur toxicité sévere a été révélée lors des études précliniques réalisées des 1990.
En 2003, des essais menés in vitro et in vivo ont en revanche montré le puissant potentiel thérapeutique
de CAR anti-CD19. Le principe de ces cellules CAR-T est ’utilisation des LT modifiés génétiquement
a ’aide de vecteurs viraux (lentivirus par exemple) ou non viraux (€lectroporation) codant la molécule
complete du CAR considéré. Les CAR anti-CD19 sont les premiers a avoir été€ utilisé avec succes pour
traiter une leucémie aigué lymphoblastique. Ce sont des cellules qui expriment a leur surface des
récepteurs chimériques résultant d’une partie scFv dérivé d’un anticorps anti-CD19 de forte affinité.

Les différents CAR-T sont actuellement utilisés pour traiter les hémopathies malignes. La construction

de ces lymphocytes suit des étapes particulieres décrite Figure 10.
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Figure 10 : Etapes de préparation des CAR-T cells (21)

Les LT du patient sont isolé€s par cytaphéreése, une méthode de tri spécifique des cellules sanguines. Ils

sont ensuite transduits avec les génes cibles a 1’aide de vecteur viraux ou non puis réinjectés au patient
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par voie intraveineuse. Au préalable, le patient aura recu une chimiothérapie de conditionnement pour
améliorer I’efficacité des CAR-T.

En 2017, la FDA a approuvé I’utilisation des CAR-T cells avant méme la fin de 1’essai clinique prévu
en 2024 a la suite de la rémission exceptionnelle des patients. En France, 1’utilisation des CAR-T cells
est sous autorisation temporaire d’utilisation (ATU) pour certains cancers sanguins.

Mais ces LT modifiés peuvent aussi induire des effets indésirables graves, engageant le pronostic vital.
En effet, lorsque les CAR-T reconnaissent leur cible, ils libérent de nombreuses cytokines
inflammatoires, recrutent des cellules immunitaires, qui amplifient a leur tour la réaction inflammatoire.
L’orage cytokinique peut étre provoqué par la reconnaissance de faibles niveaux d’antigénes présents
dans d’autres tissus que la tumeur. La toxicité est dite « on target ». Il peut également provenir de la
reconnaissance de structures présentant un mimétisme antigénique avec I’antigéne tumoral : la toxicité
est alors dite « off target ». L amélioration de cette technique est toujours en cours avec par exemple, le
développement des multi-CAR, des CAR spécifiques de plusieurs cibles avec une combinaison aux
inhibiteurs de points de contrdle immunitaires. Cela ouvre une nouvelle ére pour I’immunothérapie des

tumeurs. (21)

D’autres mécanismes d’action que I’utilisation des anticorps sont également en cours de développement,
comme |’utilisation de virus présentant des antigénes spécifiques de la tumeur a sa surface ou encore de
virus ciblant préférentiellement les cellules en réplication. Ces approches permettent de lyser les cellules
tumorales mais aussi d’entrainer le systtme immunitaire a reconnaitre la tumeur, sans modification de

ce dernier.

3. Llimmunothérapie oncolytique

L'immunothérapie oncolytique repose sur l'utilisation de virus qui se répliquent sélectivement dans les
cellules tumorales. Au cours de I'évolution tumorale, les cellules ayant subi des mutations vont proliférer
anarchiquement tout en échappant au systéme immunitaire. Elles vont donc se multiplier en exceés mais
cela va favoriser la réplication virale. L'immunothérapie oncolytique utilise donc ces modifications
cellulaires acquises par la tumeur qui contribuent a une infection virale idéale. La lyse de ces cellules va

aussi stimuler la réponse immunitaire antitumorale du patient. (22)

Les premicres injections de pathogenes pour traiter le cancer ont été réalisé en 1891 par William B.
Coley. Il a étudié des patients atteints de tumeur, chez qui la bactérie Streptococcus pyogenes avait été
injectée. Il a mis en évidence que I’infection bactérienne stimule le systéme immunitaire retardant le
développement du cancer. Il sera surnommeé le « Pére de I’immunothérapie » grace a ses travaux. Il va
injecter a plus de 1000 patients atteints de cancer des sarcomes et des tissus mous, des bactéries ou des

lysats bactériens qui seront appelés « Coley’s toxins ». Malgré de bons résultats avec 50% de rémission,
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cette toxine a eu de nombreuses critiques. Sa production sera arrétée en 1952 et en 1962 la FDA refusera
de reconnaitre la toxine comme un médicament. Willam B. Coley aura permis de démontrer I’efficacité
du systéme immunitaire dans le traitement du cancer grace a I’injection de pathogeéne (23). Dans la méme

période, 1I’observation des premiers virus oncolytiques a eu lieu et sera détaillée dans la partie suivante.
II.  Virus oncolytiques

Les premieres observations des virus oncolytiques datent de 1904 a la suite de la rémission d’une
patiente atteint de leucémie my¢loide chronique aprés avoir été infecté par la grippe. Mais il n’était pas
encore connu a cette époque que la grippe était provoquée par un virus. Plusieurs observations similaires
sont décrites par la suite jusqu’a une publication de 1974 qui constate un taux de rémission de pres de
90 % dans une cohorte de 90 patients atteints de cancer en phase terminale et traités avec le virus des
oreillons. Malgré ce résultat impressionnant, les travaux étudiants les virus ont été abandonnés en raison
d’effets secondaires non négligeables. Il faudra attendre la fin des années 1990 pour assister a la
résurgence des virus dits oncolytiques. Parmi les virus oncolytiques les plus étudiés actuellement
figurent le virus de I’herpés simplex 1 (HSV-1), le VV qui va étre décrit dans cette partie et I’adénovirus
(24). Ces virus ont la particularité de cibler sélectivement les cellules tumorales mais également de

stimuler I’immunité antitumorale, malgré 1’échappement immunitaire.

A. Description du virus de la vaccine

Le VV fait partie de la famille des Poxviridae et du genre Orthopoxvirus. C’est un virus 8 ADN double
brin linéaire d'environ 190 kb, qui code pour environ 200 genes. La particule virale est enveloppée avec
une forme ovoide, d'une taille moyenne de 270 nm de largeur et 350 nm de longueur. Le génome des

poxvirus a la particularité d’étre cytoplasmique. Les geénes des poxvirus sont ainsi transcrits dans le
cytoplasme grace a des protéines virales présente dans les virions. De plus, ces virus ont un cycle de

réplication rapide, en 12 h, environ 10 000 copies du génome seront fabriquées (25).

Le virus de la vaccine a été décrit pour la premicére fois au Xeéme siecle par un scientifique perse. Par la
suite, une variolisation naturelle a été mise en place en Europe. Cela consistait a mettre des individus
sains en contact des sujets atteints d’une forme bénigne de la variole pour les immuniser. Plus tard, la
variolisation par inoculation s’est répandue. C’est en 1796 qu’Edward Jenner découvrit que la vaccine,
maladie des bovins, pouvait également se transmettre a ’Homme sous une forme bénigne et cette
infection pouvait également protéger les personnes de la variole. Il testa alors cette théorie en inoculant
un jeune garcon de huit ans avec le contenu de vésicules d’une fermiére contaminée par la vaccine, puis
I’inocula par la technique de la variolisation. Le garcon n’a présenté aucun signe d’infection. Le premier

vaccin vient d’étre crée (26).
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Dl a sa faible pathogénicité, le VV est le Poxvirus le plus étudié. Grace a différentes techniques
d'atténuation, un grand nombre de souches atténuées de VV ont été produites, permettant de les utiliser
comme vaccin, comme vecteur en laboratoire ou encore comme immunothérapie. Cela a donné lieu aux
principales souches utilisées en oncologie comme par exemple la souche Copenhague, le Modified Virus
Ankara (MVA) ou encore le New York Board of Health (NYVAC).

Le MVA a été généré en Allemagne en 1960 grace a 570 passages successifs sur une culture cellulaire
d’embryons de poulet. Ces passages ont permis la perte de nombreux genes impliqués dans les réponses
immunitaires, ce qui a permis au MVA de perdre sa capacité¢ a produire un virus de descendance
infectieuse dans presque toutes les lignées de cellules de mammifere, dont les cellules humaines (27).
Cette souche est utilisée encore aujourd’hui avec la production du vaccin contre la variole du singe, ou
encore les vaccins thérapeutiques personnalisés contre le cancer comme le produit TG4050 de
Transgene.

La souche NYVAC quant a elle est un clone délété de 18 génes immunomodulateurs. Ces modifications
ont permis une réduction de la capacité du virus a se répliquer dans les cellules saines tout en gardant
une bonne capacité d’induction immunitaire. Grace a ces techniques de délétion, 1’insertion des genes
d’intérét dans le génome du virus est alors possible lorsqu’il est utilis¢ comme vecteur (28).

Pour comprendre ce qu’apporte ces souches dérivées du VV dans le traitement du cancer, deux virus
présents sur la plateforme Invir.IO® de Transgene vont étre présentés : BT-001 et TG6002. Ce sont tous

les deux des VV dérivés de la souche Copenhague.

Afin d’optimiser la réplication sélective dans les cellules tumorales de ces deux virus, des
délétions au niveau du génome ont été réalisées. Le géne J2R et /4L codent respectivement pour la
thymidine kinase (TK) et pour la ribonucléotide réductase (RR). Ce sont des protéines nécessaires dans
I’implication de la synthése nucléotidique et la réparation de I’ADN qui ont été délétés de ces souches
virales. En effet, les souches délétées de TK dépendent du pool cellulaire de thymidine triphosphate
(dTTP) pour assurer leur propre synthése d’ADN viral et donc de I’expression de la TK cellulaire. La
délétion TK maintient le ciblage tumoral tout en affichant une capacité réduite a se répliquer dans
d'autres tissus. La RR est une enzyme qui catalyse la conversion du ribonucléotide diphosphate (rNDP)
en désoxynucléotide diphosphate (ANDP) qui est ensuite phosphorylé en désoxynucléotide triphosphate
(dANTP). Ce dernier est un substrat direct des ADN polymérases et joue donc un role central dans la
synthese de novo de 'ADN pendant la réplication cellulaire, la réparation de 'ADN et la croissance
cellulaire (Figure 11). La prolifération des cellules cancéreuses nécessite un exceés de dNTP pour la
synthése de I'ADN. Par conséquent, 1'expression ¢levée de RR est une caractéristique de nombreuses

cellules cancéreuses primaires et métastatiques (29).
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Figure 11 : Schéma simplifié des actions de RR et TK dans une cellule (30)

Ces deux délétions limitent donc la réplication du virus aux seules cellules hautement prolifératives
(c'est-a-dire les cellules contenant des concentrations élevées de nucléotides) telles que les cellules
tumorales. Les deux virus ont ensuite été armés spécifiquement avec des transgenes pour augmenter

I’effet antitumoral.

La figure ci-dessous démontre la réplication sélective dans des cellules tumorales, ici HepG2 qui est une
lignée cellulaire de cancer de foie humain comparée a des hépatocytes sains. On remarque bien sur la
Figure 12 un taux de réplication supérieur dans les cellules tumorales que dans les cellules saines pour

BT-001 et TG6002 comparé au virus « wild type ». (31)
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Figure 12 : Réplication des virus TG6002 et BT-001 dans des hépatocytes et des cellules HepG2

B. TG6002

1. Modifications réalisées

Ce virus, a I’origine de la plateforme Invir.IO®, intégre dans son ADN le gene suicide FCUI. Il code

pour une protéine de fusion bifonctionnelle et catalyse efficacement la conversion directe de la
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flucytosine (5-FC), un agent antifongique non toxique, en métabolites toxiques 5-fluorouracile (SFU) et
5-fluorouridine-5"-monophosphate (5-FUMP). Ce dernier va permettre I’inhibition de la synthese
d’ADN et de protéines. Ce mécanisme contourne ainsi la résistance naturelle de certaines cellules
tumorales humaines au 5-FU (32) par I’augmentation du niveau de la TS pour compenser 1’inhibition
induite par le 5-FU (33). Cela permet d’éviter les effets secondaires pouvant étre trés néfastes du 5-FU

comme décrit dans le Chapitre A.3.

2. Mécanisme d’action

TG6002 est indiqué dans les cancers colorectaux et est injecté soit en IV soit par voie intra-artérielle
hépatique. Le virus va alors circuler dans la circulation sanguine jusqu’a trouver les cellules tumorales
dans lesquels il va s’y répliquer préférentiellement. En parallele, du 5-FC est administré par voie orale
et va pouvoir étre converti en 5-FU au niveau de la tumeur par I’expression du FCUI. Le 5-FU alors
synthétis¢€ va permettre de jouer son role cytotoxique au sein de la tumeur et tuer les cellules cancéreuses.
I1 a également été démontré un effet « bystander », ¢’est-a-dire une activité dans les cellules a proximité
qui est intéressante dans le cas de métastases.

L’administration de ce virus a donc une double efficacité, d’une part par I’oncolyse directe par le virus,

et d’autre part par la cytotoxicité du 5-FU synthétis¢€ au sein de la tumeur.

C. BT-001

1. Modifications réalisées

Deux armements ont été rajoutés a ’ADN du virus BT-001 (ou VVgm-aCTLA4) : un anticorps anti-
CTLA4 développé par Biolnvent ainsi que la cytokine GM-CSF. Ils ont été ajoutés au niveau des
délétions de TK et RR.

L’anticorps anti-CTLA4 est un inhibiteur de point de contréle immunitaire empéchant 1’inhibition des
LT antitumoraux et le GM-CSF est un facteur de croissance qui permet d’activer la réponse immunitaire.
Le virus est injecté en intra tumorale, il permet donc d’avoir un effet local sans les effets secondaires

systémiques de I’anticorps et de la cytokine.

Y T i

Figure 13 : Génome modifié du virus de la vaccine, souche Copenhague (31)
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2. Meécanisme d’action

BT-001 est directement injecté¢ au niveau de la tumeur, et, par ses multiples délétions, se multiplie
préférentiellement dans les cellules cancéreuses. Il entraine ainsi leur destruction ciblée par oncolyse et
génere une production locale de ses deux armements thérapeutiques. En effet, le virus va entrer dans les
cellules par fusion avec la membrane de la cellule hote et va engager la machinerie cellulaire
cytoplasmique de cette cellule. Il va alors produire les protéines nécessaires a la création de 1’anticorps
anti-CTLA4 ainsi que la production du facteur de croissance GM-CSF. Par ses propriétés fondamentales,
le virus va se répliquer libérant ainsi des virions par la mort cellulaire. Cette réplication virale va
également permettre une activation du systéme immunitaire innée en provoquant la mort cellulaire de
manicre immunogene. Les CPA vont alors s’activer et vont présenter les antigénes associés a la tumeur
aux cellules de I’immunité adaptative dirigées contre les cellules cancéreuses.
Associer des immunothérapies a ce mécanisme d’action est particulierement prometteur en raison des
interactions synergiques entre le virus oncolytique qui initie une réponse immunitaire et les molécules
produites qui vont venir renforcer cette réponse.
BT-001 va donc avoir trois activités reconnues sur les cellules tumorales :

- L’oncolyse directe des cellules tumorales

- Le déclenchement d’une réponse immunitaire contre les cellules tumorales

- La déstabilisation du systéme vasculaire associé¢ a la tumeur due a la destruction des cellules

endothéliales a proximité de la tumeur (34)
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Figure 14 : Mécanisme d’action du virus BT-001

Les différents mécanismes sont détaillés ci-dessous :

- L’anticorps anti-CTLA4 ainsi produit dans la tumeur va neutraliser les cellules T régulatrices
inhibitrices du systéme immunitaire ce qui va permettre d’activer les défenses immunitaires au
sein de la tumeur. Comme expliqué dans le chapitre B.1, I’anticorps se fixe sur le récepteur
CTLA4 des LT régulateurs empéchant son action de régulation des LT CD8. Ces derniers vont
pouvoir alors jouer leur rdle de régulation.

- Le facteur de croissance GM-CSF est principalement exprimé par les DC ainsi que par les
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monocytes et les macrophages. La production de GM-CSF est réalisée par ces cellules lors de
simulation par des cytokines ou lors de la présentation d’un agent pathogene. Ce facteur de
croissance est aussi trés présent sur les sites inflammatoires des tissus. Cela le rend intéressant
car ’inflammation permet d’attirer des cellules immunitaires mais aussi de libérer des cytokines
qui vont causer des Iésions tissulaires. Il a également été utilis€¢ dans des vaccins antitumoraux
contenant des antigenes spécifiques et du GM-CSF (35). L’idée est d’activer les macrophages et
les DC qui traiteraient les antigénes injectés pour les présenter aux LT. Il a été démontré que
I’utilisation seule du GM-CSF n’était pas assez efficace, mais 1’¢tait beaucoup plus en
association avec des inhibiteurs de point de contrdle comme 1’ Ipilimumab (anti CTLA4) ou le
Pembrolizumab (anti PD-1) (36). Ce dernier est d’ailleurs également utilisé en association avec
le virus BT-001.

- Pembrolizumab (KEYTRUDA®) est injecté en IV aprées 1’injection intra-tumoral de BT-001. Le
Pembrolizumab est un anticorps anti PD-1 qui se fixe sur le récepteur de la cellule tumorale,
empéchant la liaison avec le PD-L1 des lymphocytes. Cela empéche leur inhibition et peuvent

continuer leur role de régulation.

La combinaison de ces 3 mécanismes résumé Figure 15, permet donc de multiples actions sur le systéme

immunitaire pour tuer efficacement les cellules tumorales.
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Figure 15 : Récapitulatif des sites d’action des différents armements de l’essai clinique BT-001
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III.  Résultats essais précliniques et cliniques

A. Déroulement d’une étude clinique
Lorsqu’un candidat médicament voit le jour en recherche, il doit passer par plusieurs étapes d’essais
avant d’arriver sur le marché. Ces essais cliniques permettent d’évaluer la sécurité et 1’efficacité du
potentiel futur médicament avant 1’obtention d’'une AMM. Pour cela, des tests seront réalisés chez des
volontaires sains ou malades. Apres des études pré-cliniques sur des animaux, le candidat médicament

va passer par quatre phases distinctes résumées dans la Figure 16.
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Figure 16 : Déroulement d’un essai clinique (37)

Phase 1 : Cette ¢tape implique I'administration de la molécule a un petit groupe de volontaires, qu'ils
soient en bonne santé ou malades, en fonction de la molécule étudiée. L'objectif principal de cette phase
est d'observer comment la molécule est métabolisée dans l'organisme et d'évaluer toute toxicité
potentielle.

Phase II : Dans cette phase, un groupe plus important de volontaires malades est impliqué. L'objectif ici
est de déterminer a quel point la molécule est tolérée par les patients et d'évaluer son efficacité. Au cours
de cette étape, I'objectif est également de trouver la dose minimale efficace qui ne provoque pas d'effets
indésirables significatifs.

Phase III : Cette phase implique un plus grand nombre de patients, généralement entre 100 et plus de
1000. L'objectif principal est d'évaluer I'efficacité du médicament a des fins thérapeutiques. Les patients
sont souvent répartis en différents groupes pour comparer 1'efficacité du traitement soit par rapport a une

référence, soit par rapport a un placebo.
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A P’issu de la phase III, les autorités de santé délivrent une AMM si le médicament testé a obtenu des
résultats concluants

Phase IV : Elle a pour objectif de suivre I'utilisation a long terme du médicament une fois qu'il est sur le
marché. Cela permet de surveiller les effets secondaires plus rares et de comprendre comment le
médicament est utilisé dans des conditions réelles. Cette phase, appelée pharmacovigilance, vise a

garantir la sécurité continue du médicament apres sa commercialisation.

Ces essais cliniques sont trés encadrés par la loi, ils doivent répondre a des critéres organisationnels et
éthiques strictes pour garantir la sécurité des patients. L’intérét des personnes doit toujours primer sur
ceux de la science et de la société. Pour démarrer un essai clinique en France, la société doit recevoir
I’avis favorable d’un comité de protection des personnes et une autorisation de 1’Agence National de
Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM). Les recherches sont menées sous la direction
d’un investigateur (médecin ou personnes qualifiées dans le domaine) et il doit informer les personnes
participantes a 1’étude et recueillir par €crit le consentement de chaque personne acceptant de participer

a Iétude. (38)

B. Résultats TG6002

1. Pré-clinique

Comme vu précédemment, la double délétion permet d’améliorer la réplication sélective dans les
cellules cancéreuses. L.’avantage, par rapport a un virus simple délétion du gene J2R préexistant (codant

pour la protéine TK), permet d’augmenter la sécurité dans les tissus non cancéreux.

Des essais pré-cliniques ont eu lieu pour confirmer la sécurité et la prolifération sélective du virus et
¢galement pour observer une efficacité de ce virus. Le modéle cellulaire colorectal LoVo a été utilisé
car il est I'une des lignées les plus résistantes a I'oncolyse des V'V in vitro, avec plus de 70 % de cellules
survivantes a une infection MOI 10 (c’est-a-dire 107 pfu par cellule). Ces souris ont re¢u une injection
IV des deux virus (TG6002 et le VV simple délétion TK nommé A J2R/FCUI VACV) a 1 x 107 pfu. Le
5-FC ou un traitement fictif a ét¢ administré per os pendant 3 semaines a partir du jour 7 apres

I'administration virale.
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Figure 17 : Activité antitumorale des VV (29)

Comme le montre la Figure 17, une seule injection intraveineuse des deux virus a entrainé une inhibition
de la croissance tumorale par rapport aux témoins. L'administration de 5-FC seule n'a eu aucun effet sur
la croissance tumorale. En revanche, le traitement 5-FC a significativement amélioré I'activité
antitumorale A J2R/FCUI VACYV par rapport au virus seul, ce qui indique que I'approche FCU1/5-FC a
compensé le manque d'activité oncolytique puissante du virus dans ce cas. Il en est de méme lorsque le
5-FC a été co-administré avec TG6002 (les deux lignes rouges sur le graphique). Une activité
comparable a donc été observée concernant le controle de la croissance tumorale induite par les deux
virus seuls ou en combinaison avec le 5-FC.

En conclusion de ces tests sur les souris, TG6002 présentait une capacité a infecter et a se répliquer
sélectivement dans les tissus tumoraux, par rapport aux tissus normaux, principalement dans des souris
ayant un modele de cancer colorectal humain sous-cutané. Les résultats de bio-distribution ont reflété
une meilleure survie des souris traitées par voie IV avec TG6002 par rapport aux souris infectées avec

le virus a simple délétion (29).

Une autre étude sur des chiens a également été réalisée. Les objectifs de I'étude étaient d'évaluer le profil
d'innocuité et 'excrétion virale a la suite d’injections IV de doses croissantes de TG6002 et d'évaluer les
réponses immunitaires induites par des injections de TG6002 chez des chiens sains. L'administration de
TG6002 a été bien tolérée pour tous les chiens qui semblent éliminer rapidement le virus, limitant sa
capacit¢ a induire des effets indésirables. De plus, il n'a pas été¢ révélé d'excrétion virale dans

I'environnement (39).

2. Clinique

A la suite de ces résultats, deux études cliniques ont débuté avec deux indications différentes :
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- La premiére indication portant sur I’administration IV de TG6002 chez des patients atteints de
carcinomes gastro-intestinaux avances,
- La deuxiéme portant sur une administration par I’artére intrahépatique chez des patients atteints
d'un cancer colorectal métastatique a prédominance hépatique.
Ces deux ¢études comporteront deux parties, la phase I qui va étudier I’innocuité a doses croissantes de
TG6002 en association avec de la 5-FC par voie orale dans des cohortes consécutives de 3 a 6 patients.
La phase II permet d’évaluer la sécurité d'administrations multiples de TG6002 en association avec la

5-FC ainsi que l'efficacité du produit.

Administration IV chez des patients atteints de carcinomes gastro-intestinaux avanceés

En septembre 2022, un poster présentant les derniers résultats de la biodistribution et 'activité du virus
TG6002 apres administration IV chez des patients atteints de carcinomes gastro-intestinaux avanceés a
été présenté. Trente-sept patients ont €té inclus dans cette étude et ils étaient séparés dans deux bras
différents : le bras A avec une injection hebdomadaire de TG6002/5-FC et le bras B avec trois injections

a 2 jours d’écart.
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Figure 18 : Schéma d’administration des produits en fonction des bras

Les résultats présentés confirment que TG6002 est localisé dans la tumeur aprés administration IV, se
réplique dans les cellules tumorales et est capable d’exprimer une charge virale fonctionnelle. Dans le
bras A, une expression dose-dépendante dans le tissu tumoral a été observée a des niveaux plus élevés
que dans le bras B. Les résultats du bras B montrent cependant que 1’activité est détectée plus longtemps,
jusqu’a 14 jours apres le traitement lors d’un prélévement sanguin. Cependant, 1'administration d'une
dose ¢élevée de virus semble déclencher des mécanismes de limitation de l'activité qui nécessitent une
attention particuliere. (40)

En conclusion, le traitement est bien toléré et aucune toxicité majeure de nature a limiter le processus
d’escalade de dose n’a été observée. Une fievre transitoire est I’événement indésirable le plus courant.

TG6002 parvient a atteindre la tumeur, a s’y répliquer, et a exprimer son armement apres administration
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IV. Ces résultats concluant sur I’administration par voie IV des virus oncolytiques permettraient

d’étendre 1’utilisation de ces thérapies a de nombreuses tumeurs solides (41).
Administration intrahépatique chez des patients atteints d'un cancer colorectal métastatique

En avril 2023, un poster a également été présenté pour cette indication. Un seul schéma d’administration

a été réalisé et est détaillé Figure 19 (42).
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Figure 19 : Schéma d’administration des produits

Quinze patients ont recu une perfusion de TG6002 dans I'arteére intrahépatique au jour 1 a différentes
escalades de dose, combinée a l'administration orale de 5-FC aux jours 5 et 14. Un second cycle de
traitement TG6002/5-FC devait étre administré aux patients sans progression de la maladie au jour 43.
Des échantillons de sang et une biopsie sont aussi réalisés pour suivre la pharmacocinétique.

Les résultats présentés montrent une bonne activité de TG6002 avec la présence de 5-FU ainsi qu’une
bonne réplication virale au sein de la tumeur. Les analyses des échantillons de sang montrent des signes
d'activation des cellules T et I'expression des récepteurs du point de contréle immunitaire ainsi que

I'amorgage d'une réponse adaptative contre les antigénes associés a la tumeur.

C. Résultats BT-001

1. Pré-clinique

Avant I’évaluation de ce médicament en essais cliniques, des essais précliniques sur les souris ont été
effectués. Les résultats décrit dans cet article (43) montrent des effets prometteurs pour ce virus avec la
démonstration de différents mécanismes d’action (immunitaire et intrinséque du virus) ainsi qu’une

bonne efficacité.
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Action sur les cellules Treg et T CD8+
Tout d’abord, il a été¢ démontré que I’anticorps anti-CTLA4 (candidat 4-E03) a une meilleure régulation
des LT régulateurs comparé a 1’ Ipilimumab, anticorps anti CTLA4 ayant une AMM pour le traitement

de mélanome.
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Figure 20 : Pourcentage de LTreg et de LT CDS8 par rapport aux candidats testés

Ces graphiques présentent le pourcentage de LT CDS. Le clone 4-E03 montre une déplétion accrue des
cellules Treg humaines mais pas des CD8 comparées a 'lpilimumab. Ces découvertes indiquent que 4-

EO3 se lie a un épitope fonctionnellement distinct sur CTLA-4 et est associé a une déplétion en Treg

plus forte.

Activité anti-tumorale du VVeu-0CTLA4

Afin de définir sur quel type de cancer le virus pourrait étre efficace, une gamme de modele de cancer
de souris immunocompétentes a €té utilisée. Cette gamme de modele de souris cancéreux couvre des
cancers hématologiques (A20) ainsi que solides d'origines différentes (CT26 BALB/c cdlon ; EMT6
BALBY/ ¢ sein, MC38 C57BL/6 colon et B16 C57BL/6 mélanome). Ces cancers ont un environnement
immunitaire fort (CT26) ou immuno-exclus (B16). B16 est également connu pour posséder peu de

cellules immunitaires et est également résistant a la fois aux anticorps anti-PD1 et anti CTLA4.
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Figure 21 : Survie apres traitement par BT-001 dans plusieurs modeles de tumeurs
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Ces graphiques présentent le volume des tumeurs (graphiques du haut) et le pourcentage de survivant
(graphique du bas) dans différents modéles de tumeurs. L'administration intratumorale (IT) de VV gm -
aCTLA-4 a ces différentes souris porteuses de tumeurs a démontré un effet positif sur la majorité des
animaux, avec des taux de survie €élevé. Dans le modele B16, le VV gum IT -aCTLA-4 a significativement
retardé¢ la croissance tumorale avec 3 animaux sur 10 qui ont survécu malgré les différentes résistances
de ce modele. Ces résultats ont indiqué un large potentiel thérapeutique du VV gm -aCTLA-4 dans

divers types de cancer.

Activité antitumorale systémique de longue durée

I1 a aussi €té démontré une activité abscopale au niveau des métastases. En effet, I'oncovirothérapie IT
est censée induire ou améliorer l'infiltration de cellules inflammatoires au niveau de la tumeur traitée.
Cela entraine une présentation accrue de l'antigéne tumoral, une migration vers les ganglions

lymphatiques drainants et, apres 1'amorcage, un trafic de LT CDS vers des Iésions tumorales distantes.

Voie d’administration
Un autre test a comparé ’injection de virus IT et I’injection systémique. Il s’avére que le VV gum -
oaCTLA-4 IT a augmenté le nombre les LT CD8 spécifiques de la tumeur plus efficacement que

I'aCTLA-4 systémique qui avait également une grande quantité d’anticorps au niveau tumoral.

VVou -aCTLA-4 IT en combinaison avec oPD-1

Ces précédentes observations ont démontré que le VVgum -aCTLA-4 agissait localement dans les tumeurs
injectées, par des mécanismes impliquant la présentation de l'antigéne tumoral dépendant de I'aCTLA-
4 et la déplétion des Treg, afin d’initier une immunité antitumorale adaptative ainsi qu’une efficacité
dans les tumeurs périphériques spécifiques. L’idée d’associer un autre agent thérapeutique avec ce virus
est apparue afin d’avoir une mobilisation plus accrue des LT CD8 vers la tumeur. L’anticorps aPD-1
agirait principalement en empéchant ['épuisement des LT et peut-&tre en mobilisant les LT
CD8 mémoire vers les tumeurs. Malgré la capacité de 1'aPD-1 a améliorer la survie dans plusieurs
cancers solides d'origine différente, il n'améliore pas les résultats chez les patients atteints de « tumeurs
froides » (c’est-a-dire peu infiltrée par des cellules immunitaires).

Des tests ont été réalisés pour vérifier cette combinaison thérapeutique sur la base du modele B16 (Figure

22 A), faiblement immunogene et A20 (Figure 22 C).
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Figure 22 : VVGM-0CTLA-4 IT en synergie avec PD-1 dans différents modeles tumoraux

Sur ces graphiques représentant les résultats en fonction de 2 types de tumeur, la courbe représentant

VVieum -aCTLA-4 associé a I’aPD-1 présente une plus importante probabilité de survie (20 % pour le

modele B16 résistant aux traitements des points de contrdle immunitaire) comparé aux deux anticorps

administrés seuls. Le traitement combiné avec le VV gm -0CTLA-4 a induit un fort afflux de cellules T

dans les tumeurs B16.

2. Clinique

A la suite de ces résultats prometteurs, une étude clinique portant sur I’administration de VVgum-

ahCTLA4 (BT-001) seul et en association avec aPD-1 a des patients atteints de tumeurs solides

métastatiques ou avancées a démarré. Cette ¢tude se déroule en 3 parties :

Phase 1, partie A : Administrations intra-tumorales (IT) répétées de BT-001 en monothérapie,

chez des patients atteints de tumeurs solides métastatiques/avancées ; I'escalade de dose sera
employée.

Phase I, partie B : administrations répétées par voie IT de BT-001 en association avec des

perfusions IV de pembrolizumab chez des patients atteints de tumeurs solides métastatiques ou

avancées.

Phase Ila : Administrations IT répétées de BT-001 en association avec des perfusions IV de
pembrolizumab dans plusieurs cohortes de patients atteints de tumeurs solides métastatiques ou

avancées définies (44).

A la suite des premiers résultats, un communiqué de presse (45) a annoncé les données initiales issues

de la partie A de la Phase I. BT-001 administré seul est bien toléré, avec des premiers signes d’activité

antitumorale observée dans une population difficile a traiter. Les premiers résultats sont les suivants :

Plusieurs jours aprés administration, le virus a été retrouvé dans les tumeurs. Cela suggere que

BT-001 est capable de persister et de se répliquer dans les tumeurs.

Ce résultat est cohérent avec 1’expression de I’anti-CTLA-4 observée dans les tumeurs, sans

exposition systémique détectable.
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e Aucune propagation de BT-001 dans le sang ou les fluides biologiques n’a été détectée, ce qui

suggere une spécificité tumorale élevée.
e Une diminution de la taille de la tumeur a été observée chez un patient de la premiére cohorte.

Cette premicre phase vise a déterminer la tolérance du BT-001 et a déterminer le schéma
d’administration. Les patients atteints de tumeurs métastatiques/avancées regoivent actuellement une
monothérapie IT répétée de BT-001 (toutes les 3 semaines) ainsi qu’une augmentation de la dose. Cette
partie va pouvoir inclure jusqu'a 18 patients. Les deux premiers niveaux de dose ont été administrés avec
succes et 12 patients ont ¢té traités a ce jour. Le Comité d’examen de la slreté (Safety Review
Committee, SRC) a déclaré que le profil d'innocuité permet de procéder a I’évaluation du niveau de dose

le plus élevé dans la phase I, partie A.
La production de ces virus afin d’étre administré aux patients suit des contraintes particulieres. Afin

d’assurer la sécurité du personnel et surtout la qualité du produit, des lignes de production spécifiques

ont ét¢ installées. Le détail de ce processus de production va étre détaillé dans la partie suivante.
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PARTIE II : Processus de production spécifique

I.  Production de médicament injectable

La production de médicament injectable est soumise a de nombreuses normes. Le produit doit étre
exempt de tous micro-organismes afin d’assurer la sécurité du patient a qui le médicament est administré.
Chaque pays a ses normes et ses contraintes (concernant la conception des locaux, les équipements, les
controdles...) et une entreprise productrice doit se soumettre a ces différentes normes en fonction des
exportations de son produit. Dans ce rapport, nous nous baserons principalement sur les normes

francaises qui sont les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) (46).

A. Le contexte réglementaire

1. Bonnes Pratiques de Fabrication - Partie IV

La conformité aux BPF est obligatoire pour la fabrication de médicaments expérimentaux, de la méme
facon que pour tous les médicaments possédant une AMM. Depuis 2018 une nouvelle partie a été
intégrée aux BPF, nommées Bonnes Pratiques de Fabrication spécifiques aux Médicaments de Thérapie
Innovante (MTI). Ces nouvelles lignes directrices élaborent les exigences en matiere de BPF qui doivent
étre appliquées dans la fabrication de MTI, que ce soit ceux qui ont obtenu une AMM, tout comme ceux
utilisés dans le cadre d’essais cliniques. Cette partie des BPF ne s’appliquent qu’aux MTI, qui
sont définis comme les :

- Meédicaments de « thérapie cellulaire somatique »

- Me¢édicaments « issus de I’ingénierie cellulaire ou tissulaire »

- M¢édicaments de « thérapie génique »
Cette dernicre catégorie concerne les virus oncolytiques fabriqués sur la plateforme invir.IO®. La
définition d’un tel médicament biologique signifie que sa substance active contient ou constitue du
matériel génétique. Ce médicament sera administré a des personnes en vue de réguler, de réparer, de

remplacer, d’ajouter ou de supprimer une séquence génétique.

Pour la majorit¢ des MTI, il n’y a pas le recul nécessaire pour connaitre tous les risques liés a la
production et a la qualité. Il existe alors une approche fondée sur le risque en fonction du produit afin de
définir les mesures a mettre en place en termes d’organisation et de structure pour se conformer aux
BPF. Les fabricants de MTI bénéficient d’une certaine flexibilité pour mettre en ceuvre les mesures les
plus appropriées compte tenu des caractéristiques spécifiques du procédé de fabrication et du produit.
En effet, cela est important pour les MTI expérimentaux, en particulier dans les premicres phases des

essais cliniques (phase I et phase I/II) car la connaissance du produit est souvent incompléte (comme
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son activité par exemple) et des pratiques sont améliorées en permanence (pour adapter le procédé de
fabrication a I’évolution de la connaissance des produits).
La production de tel médicament doit donc garantir la qualité, la sécurité et la tragabilité du produit pour
limiter un quelconque danger lors de I’administration au patient. Pour cela les BPF exigent plusieurs
¢léments :

- Une habilitation scrupuleuse du personnel

- Des régles d’hygiene précises

- Un contrdle de I’environnement et du produit

- Des vérifications/maintenances des équipements et des locaux

- Une tragabilité de chaque étape du produit (de la matiére premiére a la réception du médicament)

- Des simulations de procéd¢ aseptique

La production de virus oncolytique suit donc cette partie 4 des BPF par rapport aux normes des MTI
mais il convient de suivre également I’annexe 1 des BPF qui se focalise sur les médicaments stériles. En
effet, ces virus font partie des médicaments injectables et doivent donc étre stérile. Ils sont injectés soit

par voie IV soit par voie IT.

2. Bonnes Pratiques de Fabrication - Annexe 1

Cette annexe concerne la fabrication des médicaments stériles, ce qui est le cas pour tous médicaments
injectables. Une nouvelle version a été¢ approuvée le 22 aott 2022 par la Commission Européenne et
officiellement publi¢ sur Eudralex Volume 4 (ensemble des régles et réglementations régissant les
médicaments de I’Union Européenne) le 25 aott 2022 (47).

La fabrication de tel médicament impose des exigences particuliéres en vue de réduire au minimum les
risques de contamination microbienne, particulaire et pyrogeéne. Cette annexe définit les exigences
minimales pour garantir la qualité, la sécurité et 1’efficacité des produits pharmaceutiques et détail les
exigences pour les zones a atmosphére contrdlée (ZAC), en particulier en ce qui concerne la
classification des zones en fonction de leur contamination possible, les débits d’air et la surveillance
environnementale. Ces exigences seront détaillées plus précisément dans la partie suivante.

L’annexe 1 précise aussi les exigences pour la validation et la surveillance de la stérilisation via la
simulation de procédé aseptique ainsi que la garantie de la stérilit¢ du produit. En effet, pour qu'un
médicament puisse €tre injecté a un patient, il convient de garantir 1’¢limination de tous micro-
organismes ou particules. Pour cela, une filtration terminale ou une stérilisation par la chaleur peut étre
réalisé.

Les exigences concernant les systémes d’eau, de ventilation, et la gestion des déchets sont également

précisées. La gestion des déchets est un ¢lément important dans le cas d’utilisation de virus oncolytiques
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puisqu’ils ne peuvent pas étre éliminés directement. Ils doivent passer par une étape de désactivation

virale avant d’étre éliminés.

B. Locaux BPF

1. Conception

Les locaux doivent étre congus pour étre conformes aux BPF afin de réaliser les opérations de production
en respectant les normes de qualité requises, ¢’est-a-dire réduire au maximum les contaminations et les
risque d’erreur. Il faut donc maintenir la propreté, I’entretien, les conditions de température et d’humidité
du local, mais également empécher 1’entrée d’¢léments indésirables (particules, fibres, carton...). La
conception des locaux est donc trés importante pour maintenir ce niveau de qualité. Ainsi, les flux de
matériel (stériles et non stériles) et du personnel doivent étre organisés et contrdolés. Ces flux sont
travaillés pour que rien ne se croise et ainsi éviter tout risque de contamination. Toutes les surfaces
exposées doivent étre lisses et imperméables pour réduire la perte et I'accumulation de particules et de
micro-organismes et pour permettre l'utilisation répétée d'agents de nettoyage. Tous les coins doivent

aussi étre arrondis pour faciliter le nettoyage.

L’atmosphére des locaux doit étre controlée, que ce soit en matiere de température, d’humidité mais
aussi de renouvellement d’air et son niveau de surveillance augmente en fonction de la criticité des
opérations. Les controles sont définis en fonction de la classe de propreté des ZAC. 1l existe 4 classes
différentes :

- Classe A : c’est une zone ou sont réalisées les points ou opérations a haut risque tel que le produit
en phase ouverte ou I’endroit ou se situe les consommables qui sont directement en contact avec
le produit. Cela correspond au point de remplissage, les bols de bouchons qui viendront fermer
le conditionnement primaire, les flacons ouverts ou encore les points de raccordements
aseptiques. Cette classe A est toujours sous flux d'air laminaire. Ces systémes de flux d'air
laminaire doivent délivrer de I’air circulant a une vitesse homogene définie qui a ét¢ démontrée
et validée. Cette classe A se situe généralement au sein d’un isolateur (systéme enti¢rement clos
avec le flux laminaire directement dans la chambre) ou d’un RABS (Restricted Access Barrier
System, systéme non clos, le flux laminaire provient d’un soufflage au niveau du plafond). Ce
dernier équipement doit obligatoirement €tre implanté dans un environnement de classe B.

- Classe B : cette zone permet de réaliser les opérations de préparation et de remplissage
aseptiques, cette classe constitue I’environnement immédiat d’une zone de travail de classe A.

- Classes C et D : ces ZAC sont destinées aux étapes moins critiques de la fabrication des

médicaments stériles.
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Une ZAC de classe A va demander un habillage entier du personnel est une non-tolérance de la présence
d’un micro-organisme, comparé a une classe D qui est plus souple au niveau des controles. Des régles
d’hygiéne strictes sont nécessaires dans ces locaux : il est interdit de fumer, manger, boire ou encore de
ramener ses propres médicaments. Le maquillage ainsi que les bijoux sont exclus des ZAC. Le passage
d’une classe a une autre doit se faire dans I’ordre : passage d’une zone non classés en classe D, puis C,
B et enfin A. Le passage entre ces classes se réalise par des sas (matériel ou personnel) ou I’habillage et
la décontamination du matériel y est renforcé. Cependant, il est autorisé d’avoir un isolateur de classe A
dans un environnement de classe C/D comme I’enceinte de 1’isolateur est entieérement clos et qu’aucun

opérateur ne travaille directement dans cette classe A.

Une zone de préparation du matériel stérile est également présente sur un site de production. Le lavage
du matériel et I’autoclavage est nécessaire pour garantir 1’asepsie de tout matériel utilisé pour un lot de
production. De plus en plus de matériel a usage unique est utilis€ mais certains consommables ne peuvent
pas étre changés a chaque fois, une validation du nettoyage est donc nécessaire pour garantir son
utilisation. Le lavage et la stérilisation du matériel se réalise grace a une machine a laver et un autoclave.

Ces équipements sont qualifiés et les méthodes de lavage et de stérilisation sont validées.

Le personnel travaillant dans ces locaux est aussi un élément important. Il doit étre formé sur les
principes des BPF et également suivre une formation spécifique a I’hygiéne, a la fabrication, aux
controles et a la tragabilité du produit. Avant de participer aux opérations de fabrication aseptique,
chaque opérateur doit réussir un test de simulation du procédé de fabrication, (qui sera expliqué plus
précisément dans la partie I1.C), et étre formé aux exigences vestimentaires. Une réhabilitation a minima
annuelle du test aseptique est obligatoire. Toutes les formations doivent étre revues périodiquement pour

éviter les dérives. La Figure 23 illustre un exemple d’habillage.
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Figure 23 : Exemple d’habillage pour classe C /D (48)

La conception des locaux ainsi que la formation du personnel sont des éléments trés importants dans la
production de médicaments stériles. En plus de ces exigences, des surveillances continues de ces zones

sont primordiales.

2. Surveillance de I'environnement

Le maintien de I’environnement prend en compte plusieurs ¢léments. Des centrales de traitement d’air

(CTA) sont installées afin de maintenir la zone de production dans les conditions requises par les
réglementations. Elles permettent de maintenir une cascade de pression entre les différents locaux par
rapport a I’extérieur, d’assurer le taux de renouvellement horaire, les débits et ainsi d’assurer la qualité
de I’air en zone. Un monitoring permanent des pressions est aussi effectué. En effet, des cascades de
pressions entre les différentes classes de propreté sont mises en place pour éviter les contaminations. Par
exemple, le sas personnel pour passer d’une classe D a une classe C sera moins €levé en pression que le
local de classe C. Cela évite, lors de I’ouverture de porte, de faire rentrer de I’air d’une classe moins

propre vers une classe plus propre.

Une surveillance microbiologique et particulaire est également effectuée au sein des zones de

production. Plus le niveau de la classe augmente, plus la surveillance est renforcée. Dans une classe A/B
les prélevements microbiologiques et particulaires sont faits en continu, que ce soit du personnel ou des
opérations de fabrication. Des prélévements doivent aussi €tre réalisés apres les opérations critiques ainsi
qu’a la sortie de la zone de classe A/B. Un systéme de perte d’habilitation du personnel est mis en place
reposant sur les résultats du programme de surveillance. En cas de perte d’habilitation, une nouvelle
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formation est nécessaire avant que 1'opérateur puisse participer de nouveau a des opérations aseptiques.

Pour les classes C/D, il n’y a pas de surveillance microbiologique et particulaire du personnel. Seuls des

controles microbiologiques de 1’environnement sont réalisés a intervalle régulier. Pour cela, des

prélevements de surfaces aux points critiques prédéfinis sont réalisés ainsi que des échantillonnages

passifs et actifs : des boites de sédimentation remplies de milieux de culture préparés sont laissées

ouvertes pour permettre aux colonies de bactéries de s'installer et de se développer. Ces controles

permettent de respecter les limites réglementaires dictées par les BPF, présentés sur la Figure 24 ci-

dessous.
Classe | Echantillon Boite de Gélose de contact  |[Empreintes de gant
dair UFC/m?* |  sadimantation {diamétre 55 mm) | 5 dotgls UFCigant
(diamstre 50 mm) UFC/plaque
UFC/4 heures”

A <9 =1 <1 <1
8 10 g & ]
[ 100 50 25
0 200 100 50 -

* Certalnes boftes de sédimentation peuvent étre exposées moins de 4 heures Les imites
indiquées dans le tableau s'appliquent &galement sl fes bofies de sédimentation sont
exposéeds mains de 4 heuras. Ces boites dolvent &ire exposéas pendant toute la durée des
opérations essanfielles el &tre chanoées lorsque cela est nécessaire au-deld de 4 heures

“* |l convient de noter gue le résultal attendu pour ia classe A est de 0 UFC | tout résultat

supérieur ou &gal & 1 UFT doil donner liel 3 une enquéle.

Les limites d'action recommandeaes sont 16s suvantes

Clagse MNombre maximal recommandé potr Nombre maximal recommande
des particules = 0.5 pnv/m? pour des particules = § ymim’
an activité au rapos en activité aiu repos

A 3520 3520 20" 20"
352 000 3 520 2 900 24
c 3520000 352 000 26 000 2800
Difinir une lmite . Définir une limilie
D |pasée surrévaiuation| 520000 |paese sur révauation 29000
des risgues des risques

* La valeur de 20 est retenue du fat des limites de détection des éguipements de
survalliance. La détection répétée ou réguliére de faibles quantités de paricuies en
dessous de cette valeur nécessie une enguéle

Figure 24: Tableaux des conditions environnementales (particulaires et microbiologiques)

recommandeées par les BPF

La production aseptique comprend déja énormément d’exigences et la production de virus oncolytiques

vient y ajouter ses problématiques.

46



II.  Les problématiques de la production de virus

La production de virus, que ce soit pour des vaccins ou pour des virus oncolytiques implique de travailler
avec des organismes vivants. Les virus étant des ¢léments intracellulaires obligatoires, leur amplification
doit se faire a travers des cultures cellulaires. Ces cultures ne peuvent pas provenir de lignées cancéreuses
comme le produit doit étre injecté a un patient, le risque de retrouver des traces de ces cellules est trop
¢levé. L utilisation de cellules primaires est souvent envisagée, mais la variabilité d’une préparation a
I’autre améne d’autres problématiques (confluence ou viabilité hétérogene).

Un autre probléme est qu’ils sont d’une taille moyenne de 270 nm de largeur et 350 nm de longueur, ce
qui est supérieure a 0.2 um. Ils ne peuvent donc pas passer la stérilisation terminale demandée pour les
médicaments injectables afin d’assurer la stérilité du produit. Une stérilisation par la chaleur n’est pas
non plus envisageable comme le virus ne tolérerait pas ces conditions. La production doit donc se faire

de maniere entierement aseptique, du début jusqu’a la fin du procédé.

A. Généralités

Pour produire a 1’échelle industrielle du virus, plusieurs étapes sont a prendre en compte. Tout d’abord
le virus est développé dans le secteur de la Recherche et du Développement afin de I’armer
spécifiquement au niveau de ses transgenes. Une fois le virus créé, il est amené dans une premiére zone
d’amplification afin d’amener la semence virale nécessaire pour aller en zone de production. Cette étape
est appelée la production d’un pré-Master Virus Seed (pMVS). Ce pMVS va ensuite €tre utilisé en zone
de production BPF pour créer la banque meére de virus, le Master Virus Seed (MVS). Cela correspond a
un pool unique de virus qui a été préparé a partir d’un clone viral sélectionné dans des conditions
définies, réparti en plusieurs récipients et stocké dans des conditions définies. Ce MVS permet ensuite
de produire une banque de travail (Working Virus Seed : WVS), c¢’est-a-dire un pool homogene, utilisé
pour la production de virus répartis uniformément dans un nombre de récipients dérivés d'une MVS et
stockés de fagon a garantir la stabilité. Grace a ce WVS, la Drug Substance (DS) puis le Drug Product
(DP), équivalent au produit fini pourront étre produit. L’enchainement de ces étapes est décrit Figure

25.
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Figure 25 : Etapes générales de fabrication d’un virus oncolytique

Entre chaque étape, des controles qualité sont effectués pour vérifier que le produit est conforme aux
spécifications. Le MVS aura un contrdle trés renforcé, ainsi que chaque premier lot réalisé¢ de chaque
¢tape. Les autres flacons obtenus par une méme semence mere auront des contrdles un peu moins stricts
mais subiront toujours les contréles nécessaires a la libération du lot comme le test de stérilité. Le DP
sera aussi toujours étroitement controlé comme il s’agit de la derni¢re €tape avant injection au patient.
La quantité de WVS en fonction d’un flacon de MVS sera défini par le titre viral obtenu lors du lot de
MVS et peut varier en fonction des lots produits. Ce systéme de production garantit la répétabilité des

productions cliniques comme le MVS permet de fabriquer de multiples DS.

Le maitre mot dans la production de virus est la sécurité, que ce soit celle du patient ou celle des
opérateurs manipulant les virus. Cela est réalis¢ de deux fagons : par le controle qualité qui permet
d’acter la conformité¢ du lot et de garantir la qualit¢ du produit fini avant injection et par la
documentation, la tracabilité, le choix des équipements et la destruction maitrisée des déchets qui permet

de sécuriser les opérateurs.

B. Etapes de production

La production des virus oncolytiques BT-001 et TG6002 suit majoritairement le schéma principal de

fabrication. Etant en échelle clinique, 1’étape de WVS n’est pas réalisée car il n’y a pas la nécessité
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d’avoir autant de banque virale. Le Tableau 1 ci-dessous, tiré¢ de I’annexe 2 des BPF (fabrication des
substances actives et des médicaments biologiques a usage humain), nous donne les lignes directives a
suivre et les flexibilités pouvant étre exempt des BPF, la deuxieme ligne correspondant a la production

de virus.
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Tableau 1 : Etape de fabrication entrant dans [’annexe 2 des BPF

Ainsi, la production du pMVS peut étre plus flexible et n’est pas soumis aux normes dictées dans les
BPF. Cependant la production de MVS, WVS, DS (qui correspond a la culture cellulaire, a 1’isolation

et la purification) et DP (formulation et répartition), y sont soumis.
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1. Production non BPF

La production d’un pMVS n’est donc pas soumis a toute la réglementation stricte des BPF. Mais dans
le cadre de la manipulation de virus, il convient de mettre en ceuvre une protection du produit mais aussi
de I’opérateur et de son environnement. La production peut donc étre réalisée sous PSM (Poste de
Sécurité Microbiologique) dans une zone non classée. Un PSM correspond a une enceinte ventilée
destinée a assurer une protection du manipulateur et de I’environnement grace a une ventilation opposée
a la sortie et grace a une filtration a trés haute efficacité de 1’air, avant de le recycler ou de le rejeter. 1l
existe trois types de PSM, mais ceux utilisé pour la production de virus oncolytiques sont les PSM de

type II (Figure 26).
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Figure 26 : Photo d’'un PSM (a gauche) et schéma du flux d’air (a droite)

Ce type de PSM permet d’obtenir un flux laminaire au niveau du poste de travail et de limiter les risques
de contamination. L’air est ensuite aspiré par I’arri¢re puis recyclé ou évacué a travers des filtres HEPA
(filtre a air a haute efficacité) (49).

Toutes les étapes de fabrication d’un pMVS se réalise sous PSM avec, pour certaines opérations plus
critiques, des contrdles environnementaux (air passif et prélévements de surface). Les étapes d’un pMVS
se décline comme suit :

- Préparation d’une culture cellulaire : des ceufs de poulet embryonnés sont utilisés. Apres avoir

ouvert les ceufs et extrait les embryons, ces derniers sont mis en présence d’une solution
enzymatique afin d’extraire les cellules qui nous intéressent : les fibroblastes. Une fois la
digestion enzymatique terminée, un cycle de centrifugation est réalis¢ puis les culots cellulaires
sont dilués dans du milieu de culture. La suspension obtenue est alors répartie dans des supports
de culture pour cellules adhérentes.

- Infection : le virus précédemment congu en recherche et développement est mis en contact avec
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les fibroblastes afin qu’il s’y réplique.

- Piquage : Apres un temps défini d’infection, des plages de lyse sont observables a I’endroit ou
le virus s’est répliqué. La plage est récoltée puis intégrée dans un nouveau support de culture.

- Amplification : Les virus intégrés dans ce nouveau support vont venir s’y répliquer. Plusieurs
¢tapes d’amplification peuvent avoir lieu.

- Récolte : Une fois le temps d’amplification virale atteint, le support est récolté. Des tests de
titrage sont réalisés pour définir la quantité de virus par unité formant plaque (pfu).

Apres quelques tests réalisés sur les virus amplifiés et récoltés, ils vont pouvoir étre emmenés en zone

de production réglementée ou ils seront réamplifi€s pour en faire une banque de virus mere.

2. Production BPF

La production de virus oncolytiques en zone BPF étant enti¢rement aseptique, elle peut se réaliser sous
isolateur de classe A qui est situé dans un environnement de classe C ou D, sous PSM de type II situé
dans un environnement de classe B ou en bioréacteur a plus grande échelle. Les contraintes d’habillage
et de contrdles sont plus strictes pour un PSM situé en classe B tandis que la manipulation minutieuse
sous isolateur est plus compliquée. Lors de chaque étape de production, une surveillance
microbiologique et particulaire est mise en place : des échantillonnages passifs et actifs sont réalisés
ainsi qu’un comptage particulaire continu. A la fin des étapes de production, des prélevements de
surfaces aux points critiques sont réalisés (paroi de 1’isolateur ou du PSM et les gants). Pour 1’isolateur
qui est un systeme clos, le flux d’air est réalis¢ par I’équipement. Il est en de méme pour le PSM, mais
comme il n’est pas entierement fermé, I’environnement de classe B offre aussi un renouvellement d’air
continu. La pression au sein de I’isolateur étant modifiable, ce dernier est mis en surpression par rapport
a la zone de production car les virus utilisés ne sont pas volatiles et donc pas dangereux pour les
opérateurs. La stérilité du produit est ainsi privilégiée si une fuite au niveau de I’isolateur devait avoir
lieu. Si les virus avaient été dangereux, un puit de pression aurait ét¢ install¢ entre la classe A et la classe
D lors de la conception.

Les différentes étapes de fabrication, que ce soit pour un MVS ou une DS sont quasiment identiques et
sont détaillées ci-dessous. L’utilisation d’un isolateur étant plus contraignant pour la manipulation, il

sera détaillé en tant qu’exemple.

La préparation de culture cellulaire

Cette étape utilise des ceufs de poulet embryonnés et se déroule comme décrit dans la production d’un
pMVS. La suspension mére obtenue a la fin de I’étape de centrifugation est ensuite transférée a

I’extérieur de I’isolateur dans les bonbonnes de milieu de culture via le connecteur de transfert aseptique
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que ’on peut voir sur la Figure 27. Ce systéme permet de transférer le milieu de culture de 1’isolateur

vers I’extérieur en gardant la stérilité du produit.
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Figure 27 : Principe du systeme de transfert aseptique au niveau de la paroi de [’isolateur

La bonbonne et les supports de culture utilisés sont tous reliés par des tuyaux et des connecteurs stériles.
Une fois la bonbonne ensemencée par les cellules embryonnaires, les supports de culture sont remplis.
IIs sont ensuite mis en incubation pendant plusieurs jours afin de laisser les cellules se multiplier et

obtenir un tapis cellulaire assez confluent pour I’infection.

L’infection

L’infection se réalise par la suite grace au candidat sélectionné lors du pMVS dont le titre viral est connu.
La quantité de virus nécessaire est alors ajoutée sous isolateur dans un milieu de culture adéquat, puis
transvasée dans la bonbonne d’infection via le méme connecteur de transfert aseptique. Les supports de
culture sont ensuite vidés de leur précédent milieu, puis le milieu virosé y est rajouté et les supports sont

mis en incubation.

La récolte

Apres plusieurs jours d’infection, la récolte du virus se réalise apres secouage des supports pour
décrocher les cellules. Le surnageant de chaque support, qui contient le virus ainsi que des débris
cellulaires, est ensuite récupéré dans une poche pour étre emmené a la prochaine étape. Des controles

en cours de production sont également réalisés pour vérifier la conformité du lot a cette étape.

Cassage mécanique

Le cassage mécanique des cellules se fait par un mélangeur a haut cisaillement. Cet équipement permet

de casser les cellules présentes dans la poche de récolte afin d’extraire le virus intracellulaire et aussi
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d’éviter de collapser le filtre de clarification de la prochaine étape. Le mécanisme d’action de ce
mélangeur se passe en 4 phases :

- La premiére phase consiste a faire parvenir la suspension virale a traiter contenue dans la poche
vers la téte de travail. La haute vitesse de rotation des lames de rotor provoque un effet pompe
permettant 1’aspiration du milieu de culture.

- La deuxiéme phase permet de pousser la suspension virale vers les extrémités des lames du rotor
grace a la force centrifuge générée par la rotation du rotor. Le liquide va subir un fort taux de
cisaillement mécanique en raison d’un faible entrefer entre rotor et stator.

- Latroisieéme phase consiste a expulser la suspension virale a trés haute vitesse a travers une grille
percée de fines perforations calibrées. Une application d’un intense taux de cisaillement
hydraulique a lieu. Le liquide rejoint alors le corps principal de la téte de travail.

- La quatriéme et derniére phase consiste a expulser la suspension virale de la téte de travail vers
la poche de milieu de culture a traiter. En méme temps, le milieu est renouvelé dans la téte de
travail, assurant le cycle de mélange.

Ces quatre phases successives génerent un effet pompe permettant de faire circuler, mélanger, casser et

traiter la totalité du volume de la poche de milieu en circuit fermé afin de maintenir la stérilité du produit.

Clarification

Une fois le contenu de la poche cassé au mélangeur a haut cisaillement, il va passer dans un filtre de
clarification pour éliminer les débris cellulaires. Le filtre utilisé possede un taux de rétention de 5.0 um,
donc toutes les particules supérieures a cette taille ne passeront pas a travers le filtre. Un débit maximal

doit étre appliqué et contr6lé afin de ne pas collapser le filtre.

Purification par filtration en flux tangentiel (TFF)

La suspension virale clarifiée obtenue va ensuite passer dans une colonne a fibre creuse afin tout d’abord
de concentrer le produit puis de changer de tampon. Cette étape se base sur le principe de microfiltration
par filtration en flux tangentiel (TFF). La colonne utilisée dans ce type de filtration est composée de
fibres creuses dont la paroi est constituée de pores. Le principe de la TFF consiste a faire circuler le
liquide a filtrer parallélement a une membrane poreuse. C'est la pression du fluide qui permet a celui-ci
de traverser la membrane. Une partie du liquide composée des particules de tailles plus petites que les
pores, appelée le perméat, réussit a traverser la fibre sous I’effet d’un gradient de pression. Les particules
plus grosses se concentrent dans le liquide qui n’a pas traversé la membrane, appelé rétentat. Un schéma

représentant le principe est décrit Figure 28.
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Figure 28 : Démonstration du principe de la TFF (50)

Le cisaillement (ou turbulence) créé par la circulation tangentielle du fluide, s’oppose au dépdt des

particules sur la surface de la membrane. La résistance a 1’écoulement et le colmatage des fibres sont

donc minimes par rapport a ce qui se produit en filtration frontale. Ce type de filtration permet donc de

filtrer avec un seuil de coupure tres bas, des liquides relativement chargés en particules sans perte de

charge et permet de maintenir une qualité de filtration constante tout au long de I’opération.

Plusieurs capteurs de pression sont présents afin de contrdler 1’intégrité des fibres au sein de la colonne.

Il y en a un au niveau de I’inlet (situé¢ en bas de la colonne, endroit ou arrive le produit), un au niveau du

rétentat (en haut de la colonne) et le dernier au niveau du perméat (sur le coté de la colonne). Les

pressions sont relevées toutes les minutes durant les phases de concentration et de diafiltration.

Cette étape de filtration tangentielle est composée de plusieurs phases :

L’équilibrage chimique permet de faire circuler pendant plusieurs minutes la solution tampon en

circuit ferm¢é afin d’éliminer 1’air des tubings et de la colonne. Cette étape permet également de
faire la tare des capteurs de pression.

La polarisation commence quand la suspension virale clarifiée circule dans la colonne.

La concentration consiste a faire passer tout le contenu de la poche de suspension virale dans la

colonne de filtration. Les pressions et le débit sont minutieusement controlés.

La diafiltration permet d’éliminer le milieu de culture ou était contenu le virus et de le remplacer

par une solution tampon. Les pressions et le débit sont également contrdlés lors de cette étape.

Le produit obtenu a la fin de la diafiltration correspond a la DS concentrée dans son tampon. Le flacon

réservoir de la DS est ensuite scellé pour étre séparé du reste du montage.
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Apres ces deux étapes de filtration, les grosses particules ont été éliminées grace au filtre de clarification

et les petites grace a la filtration a flux tangentiel.

Drug Substance et Drug Product

Le flacon de DS obtenu précédemment est emmené sous isolateur pour répartition. Des tests seront
réalisés sur le produit (stérilité, titrage, pureté ...) avant de pouvoir formuler le produit en DP. Une fois
les résultats obtenus, la derniére étape de répartition pourra alors étre réalisée. Elle se fait dans des
flacons en verre et peut se faire manuellement ou automatiquement sous isolateur. Cette étape est la plus
critique car le produit est en phase ouverte avant son conditionnement, il est impératif que tout soit
controlé. Une fois les flacons remplis et bouchés, ils sont amenés a la salle de mirage (ou inspection

visuelle) ou ils seront tous inspectés manuellement.

Mirage
Le mirage permet d’évaluer la qualité d’un produit injectable en inspectant son contenu ainsi que son
contenant. Le mirage peut étre réalisé soit par les opérateurs, soit par une machine. On parlera alors de
mirage manuel ou de mirage automatique. Les virus oncolytiques étant un produit complexe a mirer, le
mirage se fait manuellement. Ce processus inspecte et détecte chaque unité individuellement,
afin d’éliminer les défauts de fabrication et du conditionnement primaire tels que :
- Les particules ou fibres visibles en solution.
- Les imperfections dans 1'intégrité du contenant qui pourraient compromettre la stérilité du produit
(par exemple un récipient fissurg).
- Les erreurs de remplissage pouvant affecter 'administration de la dose pour le patient (par
exemple, volume de solution incomplet).
L'objectif principal du mirage est de produire des lots d'unités qui sont pratiquement ou sensiblement
exempts de défauts. Actuellement, aucun processus d'inspection, qu'il soit manuel ou automatique, ne
peut garantir I'¢limination compléte de tous les défauts visibles. Cependant, une bonne gestion des
processus de fabrication, des produits et de I’environnement peut empécher ces défauts de se produire,
d’ou I’'importance de tous les tests réalisés aux étapes précédentes.
Le mirage manuel est réalisé grace a un poste d’observation qualifié possédant un panneau noir et blanc
afin de pouvoir observer tout type de contaminants (Figure 29). La source de lumiére est également un

¢lément important du mirage qui doit étre compris entre 2000 lux et 3750 lux. (51)
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Figure 29 : Poste d’observation pour le mirage

Une fois le mirage terminé, un controle statistique du lot est réalisé€ puis ce dernier sera stocké en attente

des résultats finaux pour ensuite étre certifi¢ par le Pharmacien Responsable.

La succession de ces différentes étapes permet donc 1I’amplification du virus oncolytique afin de produire

un lot clinique complet, prét pour envoi sur le site clinique.

C. Contraintes

1. Validation aseptique du procédé

Le procédé de fabrication des virus oncolytiques est donc entierement aseptique et il est obligatoire de
valider le procédé aseptique par un test de simulation de ce procédé. Deux simulations sont nécessaires :
une pour la validation aseptique de la DS (Media Process Test ou MPT) et une pour la DP (Media Fill
Test ou MFT). Ces tests consistent a reproduire les étapes de fabrication en faisant passer un milieu de
culture a la place du produit. Il doit imiter le plus fidelement possible le processus de fabrication
aseptique et doit étre effectué¢ dans la méme installation ou la production a lieu. La simulation doit porter
sur toutes les opérations effectuées par l'opérateur qui affectent la phase ouverte du processus. Il convient
¢galement d'envisager diverses interventions ainsi que des situations défavorables possibles comme :
- Le volume mis en ceuvre et/ou le nombre d’unités réparties
- Des simulations en phase ouverte suffisamment longues pour qu’un ensemble représentatif de
manipulations, de conditions de production (rotation d’équipe, début/fin de journée) et
d’interventions critiques soient réalisées
- Le nombre de transferts en phase ouverte
- Le nombre et le type de connexions
- Les temps de préparation et de stockage du matériel stérile ou des intermédiaires de production

en contact avec les surfaces critiques
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Lors de la validation aseptique initiale, trois tests de simulations consécutifs et conformes doivent étre
réalisés, puis un test doit étre répété a intervalle régulier pour fournir en permanence 1'assurance de la
capacité du procédé et du personnel a garantir une fabrication aseptique. La fréquence doit étre
déterminée en fonction d’une évaluation des risques, mais elle ne doit généralement pas étre inferieure
a une fois tous les six mois. Ces simulations permettent également d’habiliter I’opérateur a ces opérations

et doit étre renouveler une fois par an.

Pour ces simulations aseptiques, le choix du milieu de culture est trés important, il doit étre filtrable, peu
sélectif, favoriser la récupération et étre capable de faire croitre un large spectre de micro-organismes.
Il faut que :
- La stérilité du milieu de culture soit vérifiée sur un échantillon préalablement a son utilisation.
- La fertilité du milieu de culture soit validée avant utilisation et a I’issue de la lecture finale des
unités incubées

Toutes les unités/prélévements integres générés au cours du test doivent étre incubés,

Pour déterminer les étapes a réaliser lors du MPT et du MFT, une analyse de risque pour chaque étape
des deux processus est réalisée. Les ¢€tapes les plus critiques sont listées et un temps maximal des
opérations est déterminé. Un compte rendu de production est alors rédigé prenant en compte les
différents éléments discutés dans cette analyse de risque. Les résultats des simulations sont jugés
conformes lorsque :

- L’ensemble des échantillons attendus a été incubé

- Les tests de stérilité et de fertilité du milieu de culture sont conformes avant les opérations

- Les tests de fertilité du milieu de culture sont conformes apres les opérations

- Aucun échantillon incubé ne présente de contamination

- Les opérations ont été réalisées conformément aux comptes-rendus et au protocole de production

- La documentation d’enregistrement est compléte et permet d’avoir une excellente tragabilité des

opérations

- Tous les lots sont conformes aux critéres d’acceptation ci-dessus.
Une fois que les trois MFT initiaux sont terminés et les résultats des incubations et des fertilités obtenus,
un rapport de validation est rédigé, retracant toutes les étapes. Le personnel ayant participé a 1’étape

obtient son habilitation dédiée a ces opérations.

En cas de modification importante du procédé (par exemple, la modification du systeme de traitement
d’air, d'équipements, etc.), un nouveau test de simulation aseptique doit étre réalis€. Dans ce cas, trois

essais sont requis.
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2. Qualification des locaux et équipements

La qualification des locaux et des équipements doit €tre établie pour confirmer qu’ils sont conformes
aux opérations prévues. Comme pour la simulation aseptique, ces qualifications sont fondées sur une
évaluation des risques qui doit étre documentée. Concernant les MTI expérimentaux, la stratégie de
qualification des locaux et des équipements doit tenir compte @ minima du systéme de traitement d’air
et des locaux. Ils doivent étre qualifiés et adaptés pour permettre de controler de fagon adéquate le risque
de contamination par des particules viables et non viables. Les équipements critiques doivent également
étre qualifiés tel que I’isolateur. Les installations et les équipements doivent étre réévalués a intervalles

appropriés pour confirmer qu'ils sont toujours adaptés aux opérations prévues.

Les différentes étapes de qualification se déroule comme suit :

- Définition du cahier des charges de ’utilisateur : le fabricant doit définir les spécifications
requises pour ses locaux ou ses équipements. Le cahier des charges doit prendre en compte la
qualité des matériaux entrant en contact avec le produit ainsi que tous les parametres critiques
liés au produit ou au procédé de fabrication.

- Qualification d’installation : cette étape correspond a la vérification documentée attestant que
I’équipement, tel qu’il est installé est conforme aux cahiers des charges. La qualification
d’installation correspond a différentes vérifications comme la vérification documentaire, de la
livraison, les instruments sont correctement étalonnés. ..

- Qualification opérationnelle : cette étape atteste que 1’équipement, tel qu’il est installé
fonctionne comme prévu dans les gammes de fonctionnement escomptées.

- Qualification de performance : cette ¢tape atteste que I’équipement est capable de fonctionner
efficacement et de manicre reproductible d’aprés la méthode du procédé approuvée et les
spécifications du produit

Un rapport résumant les résultats doit étre rédigé qui permet de retracer les différentes étapes de
qualification. Une qualification périodique de chaque équipement ou locaux est réalisée afin de

maintenir les exigences soumises par le cahier des charges.

En résumé, la réglementation des établissements pharmaceutiques impose des normes pour garantir la
qualité du produit et la sécurité du patient. Toutes les €tapes de production doivent étre maitrisées et
tracées. En cas de dérive par rapport aux comptes rendus existants, des déviations sont écrites avec
investigations du probléme pour éviter de réitérer I’éveénement. Pour la fabrication de virus oncolytiques,
il existe une certaine flexibilité pour 1’étape du pMVS qui ne nécessite pas autant de contréle que
I’amplification virale. Cette derni¢re doit cependant suivre les régles des BPF avec la validation du

processus en passant par une validation aseptique et les équipements utilisés doivent étre qualifiés et
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monitorés. Les différents consommables utilisés doivent aussi passer par une vérification pour s’assurer
de la conformité du lot. Pour garantir que tout est respecté, des inspections des autorités de la santé sont
régulieres et délivrent un certificat BPF. Tous ces points permettent donc de certifier de la conformité

d’un lot pour injection a un patient.

Les virus oncolytiques sont en plein essor, BT-001 et TG6002 ont des résultats prometteurs mais ils ne
sont pas seuls dans la course contre le traitement du cancer. Un virus oncolytique a déja eu une AMM
en Europe, le Talimogene Laherparepvec (T-Vec), un herpés virus de type 12 (HSV-1) contre le
mélanome, mais de nombreuses études sont en cours pour essayer de traiter tous types de cancer. Dans
le monde, trois autres virus sont ¢galement commercialisés : Teserpaturev (HSV-1) dans le glioblastome
au Japon approuvé en 2021 (52), Oncorine un adénovirus contre le cancer du foie, approuvé en Chine
depuis 2006 (53) et la virothérapie RigVir depuis 2004 en Lettonie, Georgie et Arménie contre le

mélanome (54)
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PARTIE III : Concurrence

Les virus oncolytiques peuvent provenir de différentes especes virales. Les deux virus étudiés
proviennent du VV, mais d’autres familles de virus sont également trés étudiées et en cours d’essais
clinique. Le virus de I’herpes (HSV-1) et les adénovirus sont deux vecteurs prometteurs que certaines
entreprises développent. Dans la suite de ce rapport, deux entreprises différentes vont étre décrites,

Replimune, travaillant avec le HSV-1 et Candel axée sur les adénovirus.

I.  Replimune
Replimune est une entreprise de biotechnologie basée aux Massachusetts aux Etats-Unis et engagée dans
le domaine de l'immunothérapie oncolytique qui produit des médicaments en phase clinique. Sa
plateforme Immulytic congoit et développe des produits candidats destinés a activer le systéme
immunitaire contre les tumeurs solides. Les principaux candidats médicaments comprennent RP1
(vusolimogene oderparepvec), RP2 et RP3 qui sont en essais cliniques de phase I/II (illustration Figure
30). RP1 est le produit le plus avancé, avec une injection d’environ 240 patients atteints de diverses

tumeurs solides.
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Figure 30 : Portefeuille clinique de la société Replimune
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Ces immunothérapies oncolytiques se basant sur le virus de 1’herpés, appartiennent a une nouvelle classe
de thérapies anticancéreuses avec un double mécanisme d'action : ils agissent en détruisant directement
les tumeurs et en modifiant le microenvironnement tumoral, libérant ainsi des antigénes dérivés de la
tumeur de maniére immuno-stimulante. Cela permet de déclencher une réponse immunitaire systémique
forte et durable contre le propre cancer du patient. Les virus sont administrés en combinaison avec
d’autres traitements (chimiothérapie, immunothérapie, radiothérapie) en raison de I’action synergique et

du profil de sécurité déja étudié de ces traitements. (55)

A. Virus de I’herpées

Le virus de I’herpes simplex de type 1 (HSV-1) appartient a la famille des Herpesviridae du genre
Herpesvirus.

C’est un virus a ADN double brin linéaire de 152 kb qui contient environ 90 unités de transcription et
au moins 84 codent pour des protéines. Il est entouré d'une capside icosaédrique et d’une enveloppe
lipidique (56). L’HSV-1 est pathogeéne pour I’Homme, il infecte de maniére productive les cellules
épithéliales et de maniere latente les neurones sensitifs. La latence est une réponse adaptative qui permet
au virus d'échapper a la réponse immunitaire de I'hdte et d'exister au sein d'une organisation génomique
qui peut se réactiver et se propager lors de la reconnaissance de signaux de danger. L’infection au HSV-
1 peut se manifester par des symptomes bénins voire asymptomatiques avec un tropisme majoritairement
oro-labiale qui provoque des Iésions vésiculeuses. Lorsqu’il infecte les yeux ou le systéme nerveux
central, il peut provoquer alors des maladies plus graves (57).

L HSV-1 pénétre dans les cellules par fusion de 1'enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Dans le
cytosol, la capside est séparée des protéines de l'enveloppe cutanée et transportée vers le pore nucléaire
par des protéines. Le génome viral de base linéaire dans la capside et libéré dans le noyau, ou il adopte
une structure circulaire. Une fois dans le noyau, le virus va prendre le contrdle et détourner la machinerie

cellulaire comme 1I’ARN polymérase II, qui va lui permettre de transcrire ses génes pour se répliquer.

Le HSV-1 a été le premier virus oncolytique génétiquement modifié dans le but initialement de traiter
le gliome. Des génes non essentiels impliqués dans sa croissance dans les cellules (comme la TK et la
RR géne ICP6) ont ét¢ mutés afin de neutraliser les réponses antivirales innées et la pathogénicité (58).
En effet, si le géne de la pathogénicité¢ ICP34.5 est supprimé, le virus ne se réplique que lorsque la

protéine PKR (Protein Kinase R) est inactive, protéine déficiente dans les cellules tumorales. (59)

L’HSV-1 Talimogene Laherparepvec (T-Vec) a été le premier virus oncolytique commercialisé¢ aux
Etats-Unis et en Europe pour le traitement du mélanome métastatique (60). T-Vec est un virus a double
mutation avec des délétions dans les génes ICP34.5 et ICP47, dans lequel le géne du facteur de
stimulation des colonies de granulocytes-macrophages humains (GM-CSF) a été inséré. La délétion

ICP34.5 permet donc de diminuer la pathogénicité avec une réplication sélective dans les cellules
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tumorales et celle du géne ICP47 empéche la régulation a la baisse de 1'expression du CMH-I, ce qui
renforce les réponses immunitaires antitumorales. La délétion de ce géne entraine aussi une réplication
virale accrue dans les cellules cancéreuses par I’expression d’un gene voisin présent sur le génome
viral. L'expression du GM-CSF est quant a elle destinée a renforcer l'induction de l'immunité

antitumorale comme vu avec BT-001.

Le virus de I’herpés est donc un virus connu et intéressant par ses propri€tés oncolytiques. De nombreux
essais cliniques utilisant cette souche virale sont en cours dont plusieurs candidats sont développés par

Replimune.

B. Armement

Replimune développe donc trois produits différents en essais clinique. Ses thérapies nommées RPx sont
congues a l'aide d'une souche exclusive de HSV-1 et de transgeénes d'activation immunitaire pour

maximiser la stimulation des LT et l'activation immunitaire systémique.

1. RP1

Le premier candidat est RP1. Il est congu pour traiter les types de tumeurs plus immunosensibles. Il est
compos¢ de virus de I’herpés modifi¢ ICP34.5- et ICP47- dont le GM-CSF et GALV-GP R- ont été
insérés. GALV-GP est une version optimisée en codons d'une puissante glycoprotéine membranaire
fusogene (GP) du virus de la leucémie du gibbon (GALV) qui permet d’augmenter la capacité naturelle

du HSV-1 atuer les cellules tumorales. Ici, la séquence R a été délétée (R -), ce qui confére des propriétés
de fusion constitutives au GALV-GP. (61)

Pour obtenir ce virus spécifique, plusieurs virus ont €té créés a partir d’'une souche virale sélectionnée
et ont €t€ amenés en essais pré-cliniques afin de tester I’oncolyse et I’expression des différents transgenes

insérés. Le virus n°16 (Figure 31) est le plus prometteur.

Virus 16 (version expressing human rather than murine GM-CSF = RP1 /Virus 17)
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Figure 31 : Virus HSV-1 sélectionné pour les candidats RPx de Replimune

Ce virus exprime les genes GALV et GM-CSF précédemment mentionnés, suivi de leur promoteur
respectif RSV et CMV. Ces genes sont situés dans les locus de ICP34.5- et ICP47- qui ont été délétés.

Une batterie de tests a été réalisée sur ce virus (61).
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Activité de GALV-GP-R-

Les tests ont été réalisés sur des rats dans un modele de tumeur bilatérale immuno-compétent. Ici, des
cellules tumorales de rat ont été implantées dans les deux flancs de rats, puis les tumeurs du flanc droit
ont été traitées avec un virus exprimant uniquement du GM-CSF (virus 19) ou exprimant a la fois GM-
CSF et GALV-GP R — (virus 16). Dans ces expériences, une régression tumorale a été observée dans les
tumeurs injectées et non injectées avec un effet significativement accru grace a I'expression de GALV-
GP-R -. Une autre expérience a été réalisée avec un traitement de 60 jours (Figure 32) sur les rats et cela
a démontré qu'a la fois la tumeur injectée (partie droite du graphique) et la tumeur controlatérale non
injectée (partie gauche) ont completement régressé chez sept des dix animaux et que les rats traités sont

restés exempts de tumeur jusqu'a la fin de I'expérience.
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Figure 32 : Effet de GALV-GP-R- dans un modele tumoral immunocompétent
Cette expérience a permis de montrer un effet abscopal avec régression des deux tumeurs, en

prédominance avec le virus 16.

Infiltration des LT CDS8 par le virus 16

Pour confirmer 1'hypothése selon laquelle le traitement local avec le virus 16 augmente les niveaux de
cellules LT CDS8 infiltrantes, des tumeurs bilatérales ont été établies dans les flancs de souris
immunocompétentes avec le virus 16 injecté dans la tumeur du flanc droit. Les tumeurs injectées et non
injectées ont été récoltées 10 jours apres 1'injection et évaluées pour la présence de LT CDS8, de LT CD4

et de LT régulateurs (Figure 33).
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Figure 33 : Infiltration des LT CDS8 et présence du ligand PD-LI1 dans un modele murin

Bien qu'il n'y ait eu qu'un effet limité sur le niveau des cellules LT CD4 et aucun effet évident sur les
LT régulateurs, il y a eu une augmentation significative des cellules LT CD8 dans les tumeurs injectées
et controlatérales non injectées chez les animaux traités par le virus, mais pas chez les témoins traités
par le véhicule. En concomitance, le ligand PD-L1 a été dénombré et une augmentation significative au
jour 7 s’est démarqué, principalement dans les tumeurs injectées chez les animaux traités. Le virus 16
permet dont d’augmenter le niveau de LT CDS8 et de PD-L1, ce qui rend intéressant la synergie avec un

anti PD-1.
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Le virus 16 se réplique de manieére productive dans les tumeurs injectées

Par les différentes expériences, la régression de la tumeur controlatérale non injectée était également
observée. Une manipulation a alors été réalisée avec I’injection du virus 16 dans la tumeur droite puis
les deux tumeurs sont récoltées a 3, 7 et 10 jours. Les taux de virus vivants présents dans chaque tumeur
ont été déterminés par titrage. Les résultats ont montré qu’au jour 7, le virus a été détecté a des niveaux
au moins équivalent a la quantité initiale de virus dans les tumeurs injectées. Cependant, dans les
ganglions lymphatiques drainants, la quantité retrouvée est plus faible. Aucun virus n'a été détecté dans
les tumeurs non injectées. Cela a confirmé que le virus reste localisé aux sites d'injection et que les effets
de régression sont dus a des effets systémiques immunitaires, et non au trafic de virus des tumeurs

injectées aux tumeurs non injectées.

Ces différents tests pré-cliniques ont permis de conclure que le virus HSV-1 délété des genes ICP34.5
et ICP47 et dont un géne codant pour la protéine fusogéene GALV-GP-R — et GM-CSF ont été ajoutés
est prometteur. Il permet une augmentation de 1'effet oncolytique direct avec infiltration du systéme
immunitaire et une augmentation des PD-L1 permettant une synergie potentielle avec des médicaments
déja sur le marché, utilisé dans les standards de traitement. Ce virus a donc donné lieu au candidat RP1
de Replimune actuellement en essai clinique de phase I/II. D’autres modifications ont eu lieu sur le virus

16 pour essayer d’améliorer encore I’effet systémique et sera décrit dans la partie suivante.

2. RP2/RP3

Les candidats RP2 et RP3 sont des versions optimisées du virus 16 précédent. Le but de la modification
de ce virus 16 était de se concentrer sur I’insertion de génes codant pour des protéines qui exercent leur
action au sein de la tumeur ainsi qu’au moment du déclenchement de la réponse immunitaire (c'est-a-
dire dans les tumeurs injectées et les ganglions lymphatiques drainants). Cela évite I'expression de

protéines qui seraient nécessaires au niveau systémique pour avoir un effet maximal.

RP2 code en plus un anticorps anti-CTLA-4 pour traiter des tumeurs plus immunologiquement
silencieuses. RP3 exprime en plus une paire de ligands activant la voie de costimulation immunitaire,
CD40L et 4-1BBL mais n’exprime pas le GM-CSF. Ces deux ligands de costimulation permettent
d’augmenter encore la puissance des réponses immunitaires pour traiter les tumeurs
immunologiquement froides. 4-1BBL est un ligand transmembranaire présent sur les CPA qui se lie au
récepteur des LT provoquant une co-stimulation des LT (62).

Ces deux candidats ont été amenés en essais cliniques apres des tests pré-cliniques encourageants. Le
virus 16 a donc été modifi¢ pour exprimer soit une molécule de type anticorps anti-CTLA-4, soit CD40L,
OX40L ou 4-1BBL de souris. Ces virus ont été testés dans le modele de souris avec deux lymphomes

collatéraux en utilisant une faible dose de virus (Figure 34).
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Figure 34 : Courbe de croissance tumorale en fonction des virus injectés

Comparé au virus 16, une régression tumorale est observée pour les autres virus intégrant les molécules
d’intérét, en particulier pour le CD40L ou la régression est quasi compléte pour chaque souris. Cela a
permis de démontrer que la délivrance médiée par le virus de chacune de ces protéines était efficace
pour augmenter l'effet antitumoral, non seulement dans les tumeurs injectées mais plus nettement dans

les tumeurs non injectées.

Ces études pré-cliniques étant concluantes, ces virus ont ensuite été emmené en essais cliniques pour

différentes indications.

C. Résultats cliniques

1. RP1

RP1 est inclus dans trois essais cliniques différents.

CERPASS

L’essais de phase II CERPASS utilise le RP1 combiné au Cemiplimab, un anti-PD1 pour traiter le
carcinome épidermoide cutané. Les patients inclus dans cet essai ont déja eu un traitement anti-PD1 qui
n’a pas été concluant. IIs recoivent donc le Cemiplimab par voie intraveineuse toutes les 3 semaines en
association avec RP1 administré en injection intratumorale toutes les 3 semaines (63). Tous les patients
nécessaires a I’étude ont été recrutés (N=211). Les données de 1’étude ne sont pas encore publiques mais

les premiers résultats devraient étre publiés durant le troisiéme trimestre de 2023. (64)
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IGNYTE

L’essai de phase I/Il IGNYTE utilise le RP1 combiné au Nivolumab, un anti-PD1, dans trois indications
différentes qui inclus des patients ayant déja eu un traitement anti-PD1 non concluant. RP1 est injecté
en IT et le nivolumab en IV.

- Le mélanome : cette étude a inclus n = 125 patients. Le résultat des 75 premiers patients a été
communiqué a I’ASCO en juin 2023. Il est ressorti qu’une bonne infiltration des LT CDS8 au
niveau de la tumeur ainsi qu’une augmentation de I’expression de PD-L1 a bien lieu. Les données
sur les biomarqueurs démontrent que le traitement par RP1 associé¢ au nivolumab augmente
¢galement l'activation immunitaire (65). Le taux de réponse global est de 37,4 %, avec une
activité cliniquement significative dans l'ensemble des parametres de mélanome cutané en
échec anti-PD1 inclus, y compris chez les patients présentant une charge tumorale modérée a
¢levée et une maladie viscérale. Le RP1 continue d'étre généralement bien toléré, les données
d'innocuité montrant principalement des effets secondaires pseudo-grippaux de grade 1-2
indiquant une activation immunitaire systémique. Les données initiales montrent que RP1 détruit
les tumeurs a la fois localement et systémiquement, y compris chez les patients qui ont progressé
lors d'un traitement antérieur par anti-PD1. Les résultats sont concluants et la suite de 1’étude
sera communiquée fin de ’année 2023 (66).

- Cancer MSI-H (cancer ayant une instabilit¢ génétique) (67) : pas de résultat communiqué pour
le moment.

- Cancers cutanés non-mélanome : Le recrutement se poursuit dans la cohorte de patients en échec

anti-PD1 avec une mise a jour des données attendue au troisieme trimestre 2023 (64).

ARTACUS

L’essai de phase I/II ARTACUS traite les cancers de la peau chez les greffés d’organes solides. I1 utilise
le RP1 en monothérapie en injection IT. Le blocage du point de contrdle immunitaire systémique est
contre-indiqué dans le cadre d'un cancer de la peau non mélanique associé a la transplantation d’organe
solide compte tenu du risque documenté de rejet d'allogreffe (68). Le recrutement des patients pour cet
essai clinique de monothérapie chez des receveurs de greffe d'organe solide atteints de cancers de la
peau est toujours en cours (64). Le cancer de la peau non mélanique est la tumeur maligne post-
transplantation la plus courante chez les receveurs. Le carcinome épidermoide cutané et le carcinome
basocellulaire représentent plus de 90 % des cas (69). La monothérapie RP1 a montré une activité anti-
tumorale claire, avec un taux de réponse de 27,3 % chez les patients évaluables et aucun événement
indésirable a médiation immunitaire ou signe de rejet d'allogreffe n'a été observé. Le profil d’innocuité

montre le méme schéma que 1’essai IGNYTE (68).
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2. RP2/RP3

RP2 et RP3 sont utilisés dans plusieurs indications de cancers solides faciles a injecter tel que le cancer
colorectal, le carcinome épidermoide de la téte et du cou et le carcinome hépatocellulaire.

Des études préliminaires sur RP2 ont permis d’observer ’innocuité, la tolérance et le taux de réponse
du virus, en combinaison avec le nivolumab. Ces études ont été réalisées sur des patients atteints de
mélanome uvéal métastatique, cancer qui dispose de peu d’options thérapeutiques efficaces. Les
résultats ont démontré un profil de sécurité¢ favorable et une activité antitumorale significative. Ces
données permettent de soutenir 1’idée que ce virus peut apporter un bénéfice clinique favorable pour les

patients atteints de tumeurs difficiles a traiter ou ne répondant pas au traitement (70).

RP2 et RP3 en association avec l'atezolizumab et le bevacizumab dans le cancer colorectal

Le cancer colorectal et le troisiéme cancer diagnostiqué le plus fréquent. Ces essais de phase Il va injecter
le RP2 ou le RP3 en combinaison avec l'atezolizumab (un anticorps anti-PD-L1) et le bevacizumab (71)
(un anticorps anti-VEGF qui va permettre de faire régresser ou inhiber les vaisseaux tumoraux, limitant
ainsi la croissance de la tumeur (72)). Deux cohortes de 30 patients chacune sont en cours de
recrutement. La premicre cohorte traitera des patients par l'atezolizumab associé au bevacizumab injecté
en IV et au RP2 injecté en IT et la seconde cohorte par 'atezolizumab et le bevacizumab (IV) et le RP3

(IT).

RP3 dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou

Le cancer épidermoide de la téte et du cou fait partie de 90% des cancers de la téte et du cou. Un essai
clinique a deux cohortes a été¢ choisi: la premiere cohorte de 100 patients atteints d'une maladie
localement avancée sera randomisée pour recevoir soit une chimiothérapie standard de soins (SOC)
combinée a une radiothérapie, soit une RP3 combinée a une chimiothérapie et une radiothérapie suivie
d'un traitement adjuvant par le nivolumab. La seconde, la cohorte recrutera 30 patients atteints d’un
cancer épidermoide de la téte et du cou récurrent ou métastatique avec de faibles niveaux de PD- L1 qui

seront traités par chimiothérapie, nivolumab et RP3 (schéma clinique illustré Figure 35) (73)
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Figure 35 : Schéma clinique du RP3 dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou
68



RP3 en association avec l'atezolizumab et le bevacizumab dans le carcinome hépatocellulaire

Le cancer primitif du foie est le sixieme cancer le plus fréquent et la troisiéme cause de déces liés au
cancer dans le monde entier. Pour cet essai, deux cohortes de 30 patients chacune seront ouvertes. La
premicre cohorte recrutera des patients traités par atezolizumab associé au bevacizumab et au RP3, et la
seconde cohorte recrutera des patients qui ont progressé sous immunothérapie (y compris

atezolizumab/bevacizumab), et seront traités par I'atezolizumab associé au bevacizumab et au RP3 (74).

Ces différents essais incluant RP2 et RP3 n’ont pas encore de résultats cliniques. Le programme de phase
II des cohortes a €té communiqué en juin 2023 et les résultats de phase I sont attendus pour fin de I’année
2023. Les résultats sont attendus avec impatience car les essais préliminaires sont prometteurs, surtout
qu’un patient traité avec RP2 pour son carcinome mucoépidermoide a eu une réponse compléte au

traitement. (75)

Apres les VV et les HSV, d’autres especes sont aussi étudiées comme les adénovirus. L’entreprise
Candel va étre décrite dans la suite de ce rapport afin de comprendre les avantages et les différences de

cette espéce par rapport aux autres déja discutées précédemment.
II.  Candel Therapeutics

Candel Therapeutics est une société biopharmaceutique basée aux Etats-Unis dans le Massachusetts.
L’objectif de la société est d'aider les patients a combattre le cancer grace a des immunothérapies virales
oncolytiques. Les virus modifiés par Candel sont congus pour induire la mort cellulaire par cytotoxicité
virale directe dans les cellules cancéreuses, libérant ainsi des néo-antigénes tumoraux tout en créant un
microenvironnement pro-inflammatoire au site d'injection. Candel a mis en place deux plateformes
d'immunothérapie virale au stade clinique basées sur de nouvelles constructions génétiques d'adénovirus

et de HSV.
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Figure 36 : Portefeuille clinique de la société Candel
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Le CAN-2409 est le principal produit candidat de la plateforme adénovirus, il est inclus dans trois
indications différentes et le CAN-3110 est le principal produit candidat de la plateforme HSV. Une
nouvelle plateforme a également été créée récemment, enLIGHTEN™ qui est basée sur le HSV et
s’appuie sur la biologie humaine pour créer de nouvelles immunothérapies virales telles que les cellules
CAR-T pour les tumeurs solides. Les différentes plateformes et candidats médicaments sont résumés

Figure 36 (76).

A. Adénovirus

L’adénovirus humain (AdV) est un virus non enveloppé composé d’ADN double brin de 36 kb qui
appartient a la famille des Adenoviridae du genre Mastadenovirus (77). Leur génome est non segmenté
codant pour 35 protéines dont 11 protéines structurales qui forment la capside virale. Les AdV sont
pathogeénes pour I’Homme et provoquent un nombre important d'infections respiratoires, entériques et
oculaires aigués (78). Les symptdmes peuvent €tre non visibles ou bénins pour les personnes en bonne
santé¢ (pharyngites, conjonctivites etc.) mais les AdV peuvent aussi entrainer des complications graves
telles qu’une pneumonie sévere pouvant parfois étre mortelle chez les adultes immunodéprimés ou les
jeunes enfants (77).

Le cycle de I’AdV est proche de celui de ’HSV-1. En effet, il posséde un cycle réplicatif dans le noyau
et la transcription de la majorité de ses génes est réalisée par I’ARN polymérase II de la cellule hote. Les
virions peuvent étre libérés plusieurs jours apres ’infection, ce qui rend le cycle réplicatif plutot lent.
Les AdV se divisent en 7 espéces classées en fonction de leur tropisme (de A a G) avec plus de 50
sérotypes et 70 génotypes distincts (77). Les especes B, C et E infectent le tractus respiratoire, B et D la

conjonctive et A, F et G le tractus gastro-intestinal (79).

En 2006, la Chine a approuvé la premicre thérapie virale oncolytique avec un AdV : la souche H101
dérivée du candidat Onyx-015 pour le traitement du carcinome nasopharyngé. Onyx-015 est un AdV
deélété d’un gene afin de devenir sélectif des cellules tumorales déficientes en p53. Mais il s’est avéré
qu’il ne faisait pas preuve d’autant de spécificité envers les cellules tumorales. La souche H101 a donc
été créée, en étant plus sélective des cellules tumorales grace a une autre voie génomique activée. Le
virus ne peut donc plus se répliquer dans les cellules saines (80). Cependant, le développement du virus

n’a pas été étendu hors de Chine (81).

B. Armement et mécanisme d’action

CAN-2409 consiste en un adénovirus non réplicatif armé de la thymidine kinase du HSV qui métabolise
le valaciclovir en un nucléotide phosphorylé (aciclovir) qui est incorporé dans ’ADN de la cellule
tumorale, infligeant ainsi la mort immunogene des cellules cancéreuses (Figure 37). Le valaciclovir est

un antiviral prescrit dans le traitement de zona, herpes labial ou génital (82).
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Figure 37 : Mécanisme d’action de CAN-2409

L’adénovirus est injecté localement dans la tumeur permettant sa pénétration dans les cellules tumorales
plus facilement, puis le valaciclovir est administré par voie orale. CAN-2409 va retourner la machinerie
cellulaire de 1’hdte pour produire la thymidine kinase de 1’herpes présente dans son génome, ce qui va
permettre de transformer le valaciclovir en nucléotide toxique pour I’ADN cellulaire en division. Il a été
observé que les cellules exposées a ce nucléotide toxique dans le microenvironnement tumoral subissent
une mort cellulaire immunogéne. En méme temps, la protéine de capside adénovirale induit un fort
signal pro-inflammatoire dans le microenvironnement tumoral. Cela crée les conditions optimales pour
induire une réponse médiée par les LT CDS8 spécifiques contre la tumeur injectée et les métastases

distantes non injectées pour une activité antitumorale large et systémique (76).

Les données concernant la méthode d'armement dans le génome du virus n'ont pas été rendues publiques.
Cependant, une étude préclinique évaluant la combinaison du virus avec un anti PD-1 est parue en 2018
(83). Le CAN-24009 est injecté en IT suivi de I’administration du pro-médicament ganciclovir dans des

modeles de glioblastome murin. Le but est de démontrer que I’administration d’un anti-PD-1 augmente
I’efficacité de CAN-2409 ainsi que les réponses antitumorales des LT. Des lignées cellulaires de

glioblastomes de souris ont été infectées avec une dose croissante de CAN-2409 en présence ou en
absence de ganciclovir. Le virus a un effet dose dépendant, combiné au ganciclovir et induit une mort
tumorale significative comme on peut le voir a gauche de la Figure 38. De plus, I’expression de PD-L1
dans les lignées cellulaires de glioblastome apres infection est trés augmentée et augmente en fonction
des jours (graphique de gauche de la Figure 38). Ces observations ont également été observées par la

suite in vivo.
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Figure 38 : Effets cytotoxiques et induction de PD-L1 par CAN-2409 dans les lignées cellulaires de

glioblastome

Pour tester 1'efficacité du CAN-2409 combiné au blocage du point de controle immunitaire PD-1, une
¢tude de survie a été réalisée en utilisant des cellules des lignées précédemment mentionnées implantées
de manicre intracranienne chez des souris syngéniques C57BL/6. Sept jours apres I'implantation de la
tumeur, CAN-2409 est injecté¢ en IT suivie d’'une administration de ganciclovir. Dix jours apres, un

anticorps anti-PD-1 est administré. Les résultats sont détaillés Figure 39.
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Figure 39 : Pourcentage de survie du modele murin apres injection de CAN-2409 +/- [’anticorps anti-

PD-L1

Aucun animal non traité n'a survécu au-dela du jour 30 et la combinaison de virus et de 1’anticorps anti-
PD-1 a donné lieu a 80 % de survie. Il semblerait donc intéressant de combiner les deux lors d’essais

cliniques.
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Récemment, en 2023, une autre étude de ce candidat utilisant des souris a été publiée (84). Le but est
d’obtenir une caractérisation de I'impact du CAN-2409 sur le transcriptome (ensemble des ARN). Cette
recherche a utilisé¢ des modeles in vivo et in vitro de glioblastome pour comprendre les interactions entre
CAN-2409 et le microenvironnement tumoral. L'é¢tude a révélé que le CAN-2409 est associ¢ a la
régulation a la baisse de voies spécifiques, telles que la signalisation p53 dans les modéeles in vitro et la
signalisation du cycle cellulaire dans les modéles in vivo. Les analyses des profils d'expression des
cytokines ont également indiqué une régulation a la hausse de 1'L12. Comme montré Figure 40, une

augmentation significative de I’'IL12 et I’IL6 est observée apreés administration du CAN-2409 (cadran

de droite du graphique a point).
" WD Dytokies i

L 44

=rrt CAM T S

Figure 40 : Expression des cytokines in vitro apres traitement au CAN-2409 par rapport au controle

Le microenvironnement du glioblastome est connu pour sa forte concentration de cellules myéloides, en
particulier de macrophages. Les macrophages associés a la tumeur dans ce microenvironnement
contribuent a la nature agressive du glioblastome en sécrétant des facteurs pro-tumorigeénes. Une étude
est alors menée sur 1I’expression in vivo des caractéristiques des cellules immunitaires comme le CD4.

Les résultats pour les macrophages est visible Figure 41.
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Figure 41 : Expression des genes associés aux macrophages apres traitement au CAN-2409
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Apres traitement par CAN-2409, il est observé une réduction significative du nombre de macrophages
associés a la tumeur, avec une faible présence des marqueurs spécifiques. Cela indique le potentiel du
virus a influencer positivement le microenvironnement de la tumeur.

Pris ensemble, les résultats de 1'é¢tude démontrent que le CAN-2409 modifie de manicre significative le
transcriptome des cellules tumorales (principalement par p53 et sur la signalisation du cycle cellulaire).
De plus, cette altération est encore plus influencée par son interaction avec le microenvironnement
tumoral. Ces changements dans le transcriptome induits par le CAN-2409 sont considérés comme un

facteur majeur contribuant a son efficacité a tuer les cellules tumorales.

CAN-2409 est donc un candidat prometteur influengant le transcriptome ainsi que le
microenvironnement tumoral tout en étant possible de le combiner avec un inhibiteur de point de
controle pour amplifier son effet oncolytique. Des premiers essais cliniques de ce candidat sont sortis

rapidement pour plusieurs indications. Les résultats cliniques vont étre présentés dans la partie suivante.

C. Résultats cliniques

CAN-2409 est actuellement inclus dans trois essais cliniques différents pour traiter trois types de
cancers : le cancer de la prostate, le cancer pancréatique et le cancer du poumon non a petites cellules
(CPNPC). Avant ces indications, le CAN-2409 a été testé dans le gliome a haut grade en association
avec le nivolumab (85) mais en raison d'une activité clinique plus prometteuse, la décision a été prise
fin 2022, de donner la priorité au CAN-3110 dans le gliome a haut grade et de ne pas poursuivre I'essai
clinique de phase III du CAN-2409 pour cette indication (86).

CAN-3110 (rQNestin34.5v2) exprime s¢lectivement ICP34.5, un gene cl¢ dans la réplication du HSV,
dans les cellules tumorales qui surexpriment la nestine, une protéine du cytosquelette. La nestine est
fortement exprimée dans les cellules de gliome et d'autres tissus tumoraux, mais elle est absente dans
les cellules du cerveau adulte sain. Compar¢ aux virus de Replimune et au T-vec qui sont délétés du
gene [PC34.5, CAN-3110 se réplique dans les cellules de gliome malin bien au-dessus des niveaux
observés avec les virus délétés ICP34.5 (87). Ce candidat médicament a démontré un nombre important
de réponses durables chez les patients atteints de gliome de haut grade qui ont connu une progression de
la maladie aprés un traitement standard antérieur. Il est actuellement en phase clinique Ib et est bien

toléré sans qu'aucune toxicité limitant la dose n'ait été observée.

Apres cette nouvelle stratégie, CAN-2409 est donc encore inclus dans trois essais cliniques différents
(88):

Cancer de la prostate

Cette indication est séparée en deux essais : le premier est de phase III randomisé, controlé par placebo
et évalue le traitement CAN-2409 en injection IT en association avec le valaciclovir ajouté a la

radiothérapie externe standard pour les patients atteints d'un cancer localis¢ de la prostate, par rapport a
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la radiothérapie standard de soins seule. L’essai a recruté 711 patients et les résultats sont prévus pour
le quatriéme trimestre 2024.

Le deuxiéme essai est de phase II en surveillance active avec injection de CAN-2409 et valaciclovir en
comparaison avec une injection de placebo. L’essai a inclus 187 patients et la lecture des résultats est

prévue quatriéme semestre 2023.

Cancer du poumon non a petites cellules 2021

Il s’agit d’un essai clinique de phase II a plusieurs bras visant a évaluer le CAN-2409 associé¢ au
valaciclovir et a une thérapie anti-PD-L1 chez les patients atteints d'un CPNPC de stade III/IV. Ces
patients présentaient une réponse inadéquate aux inhibiteurs de points de controle. L’essai est toujours
en cours de recrutement, pour le moment 52 patients ont été inclus. Il a été observé une diminution de
la taille des lésions chez la plupart des patients ainsi que des Iésions tumorales non injectés (67%). Le
taux de réponse globale est de 13% et le taux de contrdle de la maladie est de 77% chez les patients

entrant dans 1’essai avec une maladie en progression.

Pancréas

L’essai clinique est de phase II intégrant le CAN-2409 et le valaciclovir chez des sujets atteints d'un
cancer du pancréas limite résécable et traités par chimioradiation néoadjuvante ou par radiothérapie
corporelle stéréotaxique. L'ajout de CAN-2409 et valaciclovir commence apres avoir terminé au moins
4 mois d'un traitement d'induction a base de FOLFIRINOX (chimiothérapie contenant le 5-FU, de
I’acide folique pour limiter les effets du 5-FU, I’irinotecan, un inhibiteur de topoisomeérase et de

I’oxaliplatine, un agent antinéoplasique). Les résultats préliminaires sont attendus pour début 2024.

En conclusion, la totalit¢ des données cliniques démontre que le CAN-2409 et le CAN-3110 sont des
immunothérapies virales expérimentales actives avec des réponses immunitaires locales et systémiques.
Les résultats semblent prometteurs et sont attendus pour 2024-2025 avant une potentielle mise sur le

marché.
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CONCLUSION

Le cancer est une maladie complexe et répandue dont aucun traitement curatif fiable n’a encore vu le
jour. Par leur nature variable et peu connue, les cellules cancéreuses sont uniques et propres a chaque
individu. Des caractéristiques communes sont tout de méme présentes comme leur réplication illimitée,
I’échappement au systéme immunitaire ou encore leur échappement a des signaux cellulaires. Les
traitements actuels jouent sur ces caractéristiques pour essayer de combattre cette maladie mais des
améliorations sont encore a apporter, en particulier sur les effets secondaires souvent séveres associés a

ces traitements.

Des traitements employant de nouvelles technologies voient le jour comme les thérapies ciblées de plus
en plus précises ou les immunothérapies. En effet, le combat des cellules cancéreuses passe également
par le systtme immunitaire qui va aider les thérapies directes a étre plus compétentes. Parmi les
immunothérapies récentes, les virus oncolytiques sont des candidats intéressants dans la lutte contre le
cancer. Ce sont des agents pathogénes pouvant infecter et tuer des cellules tout en alarmant le systéme
immunitaire. Bien modulé, ils pourraient devenir une arme efficace contre ces cellules anormales. Un
seul virus oncolytique a obtenu une AMM pour le moment et de nombreux sont en essais cliniques.
C’est le cas de TG6002 et BT-001, deux VV en essai clinique de phase I avec des résultats prometteurs
pour la suite. Ces virus sont délétés de deux génes codant pour des protéines, TK et RR, nécessaires dans
la synthese et la réparation de I’ADN. IIs ne pourront alors se répliquer que dans les cellules ayant un
nombre anormalement élevé de nucléotides, nécessaire a la création de virions. TG6002 a ensuite été
armé avec des génes permettant la conversion du promédicament 5-FC en 5-FU toxique, tandis que BT-
001 posséde un armement composé d’un anticorps anti-CTLA4 et de la cytokine GM-CSF. Apres
infections sélectives des cellules cancéreuses, ces modifications vont permettre d’augmenter 1’effet
toxique local et de ramener les cellules du systtme immunitaire au site tumoral. Les résultats cliniques

sont encourageants et la suite des phases cliniques devraient continuer dans les années a venir.

Pour produire ce type de médicaments qui seront injectés aux humains, des conditions particuliéres sont
nécessaires. En effet le virus étant d’une taille trop élevée pour passer la filtration stérilisante
recommandée par les autorités de la santé pour tous médicaments injectables, une autre approche a da
étre établie. Le processus de fabrication est donc entierement aseptique ce qui entraine des conditions
exigeantes pour la production du produit : un habillage spécifique, des locaux congus pour réduire au
maximum les contaminations, des contréles environnementaux réguliers, des habilitations du
personnels, des qualifications de chaque équipements utilisés... Tout est dicté¢ par les BPF afin de

garantir la qualité du produit et sécuriser au maximum le patient.
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Les étapes de fabrication des virus se déroulent durant plusieurs semaines. Tout d’abord une préparation
cellulaire est réalisée pour obtenir des cellules primaires, elles seront ensuite infectées afin d’amplifier
le virus. La suspension obtenue passe ensuite par un cassage mécanique pour détruire les cellules et
libérer le virus, puis une clarification et une purification par flux tangentielle se déroulent pour isoler le

produit. Il sera ensuite réparti dans des flacons pour étre envoyé sur site clinique.

Les deux virus présentés faisant partie de la plateforme invir.IO® de Transgene sont loin d’étre les seuls
en développement d’un nouveau traitement révolutionnaire contre le cancer, la concurrence est rude.
Replimune et Candel sont deux entreprises parmi d’autres qui misent sur les virus oncolytiques.
Replimune a fait le choix du HSV-1 pour développer ses candidats médicaments. Il a été délété de
plusieurs génes diminuant sa réplication puis armé par des génes codant pour des inhibiteurs de
checkpoint et des cytokines. Trois produits sont actuellement en phase clinique I et II et les résultats sont
attendus pour fin d’année 2023. Candel a fait le choix des adénovirus et de ’HSV ¢également. Le candidat
principal de la plateforme adénovirus est armé de la HSV-thymidine kinase, qui métabolise le
valaciclovir en un nucléotide phosphorylé toxique. Le virus injecté en IT va permettre de transformer
localement le valaciclovir en nucléotide directement au niveau de I’ADN tumoral, bloquant sa

réplication.

A la suite de I’étude de ces deux entreprises, les espéces virales étudiées pour trouver un nouveau
traitement sont multiples et ont chacune leurs avantages : le VV est le plus étudié et est un virus de
grande taille donc il peut transporter de grandes quantités de matériel génétique étranger, ce qui permet
l'expression de plusieurs transgeénes. Les HSV peuvent établir une latence au sein de I'hote, ce qui
entraine une expression a long terme de l'antigéne et des réponses immunitaires potentiellement
prolongées et les adénovirus peuvent infecter un large éventail de types de cellules, ce qui les rend aptes
a transmettre du matériel génétique a divers tissus. Cependant, il y a également des limites : pour les
VV, malgré une pathogénicité diminuée par délétion de gene, la manipulation et la fabrication du virus
nécessitent des installations spécialisées et des précautions pour éviter les infections accidentelles
(principalement des risques de piqures ou des risques oculaires). Pour les HSV, le risque de réactivité
da a sa capacité de latence peut survenir et provoquer une réactivation virale tardive. Pour finir, les
adénovirus sont de moins en moins étudiés car ils se propagent lentement, ils ont une capacité limitée a

exprimer des génes et ils diffusent plus difficilement lors d’une administration intraveineuse (89).

Ce ne sont d’ailleurs pas les seules espéces existantes en développement cliniques, mais ce sont les
principales qui sont les plus avancées en phase clinique. Un état des lieux des différents essais concernant

les VV et les HSV sont présents en Annexe 1.
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En conclusion, les traitements anticancéreux sont au cceur de nombreuses réflexions avec 1’apparition
de nouvelles technologies pour essayer d’arriver a soigner cette maladie. De nouvelles approches
apparaissent encore comme les ARNm qui suscitent beaucoup d’intérét depuis le vaccin contre le SARS-
CoV-2. Les vaccins anticancéreux 8 ARNm présentent plusieurs avantages, tels qu'une production rapide
et a grande échelle, une flexibilité, une toxicité contrdlée et la capacité de provoquer une réponse
immunitaire protectrice robuste. Surtout, les vaccins 8 ARNm ne comportent pas le risque de s'intégrer
dans le génome de I'hdte, ce qui en fait une modalité thérapeutique prometteuse (90). Les efforts
mondiaux sur ces différents sujets, que ce soit les virus oncolytique, les ARNm ou d’autres sujets encore
en développement, vont, je I’espere, permettre de trouver un nouvel €lan pour venir a bout de cette

maladie.
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