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FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT

—

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Mai et Octobre 1981
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982
Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Novembre 1983
Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif Pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa Neurologie



Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima

Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Meédecine Interne —Doyen de la FMPR
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHAHED OUAZZANI Laaziza

CHRAIBI Chafiq
DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha
CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed

Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie

Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Meédecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale

Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie

Chirurgie Générale



Pr.
Pr.

LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Dir. HMIMV
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Radiologie

Meédecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Neurologie

Psychiatrie



Pr.

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB EI Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
ISMAILI Hassane*
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EIl Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimation inspecteur SS
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie

Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie



Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
. AMEUR Ahmed *

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*

. BAMOU Youssef *

. BELMEJDOUB Ghizlene*

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique

Urologie

Cardiologie

Gastro-Entérologie

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJ1 Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KHARMAZ Mohamed
. LEZREK Mohammed*
. MOUGHIL Said

. OUBAAZ Abdelbarre*
. TARIB Abdelilah*

. TIJAMI Fouad

. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI17Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOQOUTI Sakina*
HAJJI Leila

HESSISSEN Leila

JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

. ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr

. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*

BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika

BIYI Abdelhamid*

BOUHAFS Mohamed E1 Amine
BOULAHY A Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale

Cardiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ESSAMRI Wafaa
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun

GHADOUANE Mohammed*

HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJJI Larbi*
AMMAR Haddou*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb

Gastro-entérologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimation directeur ERSSM

Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie
Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie
Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie



Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007
Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU EIl hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. AZENDOUR Hicham*
Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Parasitologie

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie



Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem
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I. INTRODUCTION :

De nos jours, les cancers sont devenus 'une des premicres causes de
mortalit¢ humaine. 14 millions de nouveaux cas ont été enregistrés dans le
monde en 2012 selon I’Organisation Mondiale de la Santé, impliqués dans pres
de 8.2 millions de déces pour la méme année. Ces chiffres bien qu’alarmants se
voient facilement éclipsés par les prévisions pour les 15 prochaines années qui

annoncent 23.6 millions de cas par an [1].

Face a ce mal qui s'avére étre un ennemi coriace, la médecine se retrouve
dos au mur. En effet, les thérapeutiques actuelles sont arrivées a leur limite, leur
efficacit¢ plombée par le défaut de spécificité et la forte toxicité pouvant, dans
certains cas, surpasser la nuisance provoquée par le mal combattu [1-4]. Les
progreés scientifiques allant jusqu’a développer des méthodes thérapeutiques
nouvelles se sont révélés insuffisants. Une situation que le corps médical peut
utiliser a son avantage. En effet, quand les ressources et les options s'éteignent
les unes apres les autres, quand l'on se retrouve a cours de munitions face a
'ennemi, l'instinct de survie poussé a son maximum s'avere étre la meilleure des
motivations pour développer un chemin nouveau, une idée novatrice et
radicalement différente, une solution ambitieuse et risquée qui serait la seule
option salvatrice. Une situation génératrice d'innovation, dans un terreau fertile

de progres technologiques, biologiques et génétiques.

Dans cette optique, une observation des plus intéressantes revét toute son
importance : Il a été noté un rapport entre 1’amélioration du niveau d’hygie¢ne et
la réduction de [I’exposition aux agents infectieux, et 1’augmentation

exponentielle de I’incidence de la pathologie néoplasique [5]. D’autre part, des
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cas de guérison ou de rémission néoplasique inexpliquées survenant au décours
d’infections intercurrentes ont été notés, et bien qu’isolés, ont pu attirer

I’attention des chercheurs et susciter leur intérét [5-7].

Ainsi vient-on logiquement a se demander ; Contrdle infectieux bactérien,
et prépondérance de la maladie néoplasique : y aurait-il un rapport significatif
entre les deux événements ? Les infections, notamment bactériennes,
masquaient-elles seulement I'impact de la maladie néoplasique en provoquant
une mort prématurée ? Ou peut-étre agissaient-elles autrement ? Serait-il fou
d'imaginer que les infections bactériennes protégeaient des cancers ? Que la
découverte de I’antibiothérapie et de la lutte anti-infectieuse, considérée alors
comme une victoire contre la mort, soit en fait le détonateur de la pandémie
néoplasique ? Serait-il encore plus fou, si cela venait a se confirmer, d'imaginer

pouvoir traiter les néoplasies en ayant recours aux agents bactériens ?

Tant de questions aux réponses précieuses dont I’impact pourrait aller
jusqu’a remettre en question les modalités de lutte anti-infectieuse, les
protocoles antiobiothérapiques et les programmes d’immunisation a large
échelle. Ces questions qui furent longtemps négligées par les chercheurs et qui
sont revenues au golt du jour durant la derniere décennie. En effet, il est a noter
que les capacités oncolytiques des divers agents infectieux ont largement été
sous-¢étudiées : une simple inquisition sur un moteur de recherche scientifique
connu retrouve pour le terme « oncogenic » 1847 références sur les 20 dernicres

années, contre 235 seulement pour « oncolytic » [5].

Une des explications de ce manque d’intérét coupablement manifeste est
la stigmatisation rattachée aux microorganismes, aussi bien viraux que

bactériens [8]. Le terme « bactérie » évoque immédiatement la notion de
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pathologie, de danger. L’administration intraveineuse de bactéries est considérée
irrationnelle, ne laisserait prévoir que I’induction d’une bactériémie ou d’une
septicémie. Pourtant la présence bactérienne a I’intérieur du corps humain ne
signifie pas forcément un état pathologique, comme en témoigne la colonisation
commensale de différentes portions du corps. Plus encore, elle est nécessaire a
sa survie. L’émergence des probiotiques souligne le potentiel bénéfique

bactérien, qui peut étre développé encore plus.

Au travers de notre étude, nous essaierons d’explorer ce pan de la
recherche oncologique, qui semble €tre une véritable fenétre sur le futur de la

thérapie oncolytique, au champ de développement vaste et prometteur.
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Depuis plusieurs siecles déja [9], les observations évoquant I’impact
positif de I’infection — notamment bactérienne — sur I’évolution de la pathologie

néoplasique ne cessent de s’accumuler.

La découverte et la conquéte des Etats-Unis d’Amérique a pu apporter a
I’humanité, outre la puissance capitaliste écrasante, des données interpelantes
quant a notre sujet; la population indigéne montre une prévalence de la
mortalité par cancer trés réduite, associée une prévalence conséquente de la

pathologie infectieuse [5].

Sur une échelle moins large, les premicres régressions tumorales
rapportées succédant a un épisode infectieux remontent a plus de 300 ans [10],
et des rapports, articles et autres chapitres concernant le sujet n’ont cessé
d’affluer depuis [11-16], moyennant 10 rapports par an jusqu’en 2003 [9, 17].
Parmi ceux-ci, une indexation des travaux de William Coley réalisée par sa fille,
Helen Coley Nauts, incluant 200 ans de rapports de cas décrivant des rémissions

spontanées successives a des épisodes infectieux aigus [18-20].

En 1725, Deidier rapporte que les patients porteurs de syphilis ne

développent que peu de tumeurs malignes [21, 22].

En 1813, Vautier rapporte des cas de régression tumorale chez ses patients
ayant souffert de gangréne gazeuse, infection grave secondaire au Clostridium
perfringens [1, 8, 9, 20, 23, 24]. Cette observation est considérée comme étant
I’épicentre du phénomene de la bactériothérapie oncolytique, et le point de

départ du développement de cette voie [8].
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A la fin du XIX™™ siécle, Coley observe la guérison d’un sarcome &
cellules rondes avancé successive a un double épisode d'érysipéle sévére due au
Streptococcus pyogenes, qui est encore inconnu a I'époque [4, 20, 25, 26]. La
rémission du patient persiste pendant au moins 7 ans [20]. Cette observation
poussera Coley a explorer davantage le phénomene, et ses travaux constitueront
la pierre angulaire de la bactériothérapie oncolytique et de I’immunologie

tumorale [8, 9].

Plus récemment, 1’ Helicobacter pylori a été li¢ a une réduction du risque

de cancer de I’cesophage distal et de I’estomac proximal [5, 27].

Un groupe d’étude mené par Nersesyan a démontré en 2002 que le vaccin
vivant atténué du bacille de Francis (Francisella tularensis, ou anciennement
Pasteurella tularensis) et celui de I’anthrax réduisent I’incidence et la masse des
tumeurs chimiquement induites [28, 29], prolongent leur temps de latence
moyen chez les rongeurs de laboratoire [5, 28, 30, 31], et ralentissent la
croissance de tumeurs transplantées. L’administration humaine a permis
d’augmenter la durée de survie moyenne de patients porteurs de cancer du corps
utérin et de cancer pulmonaire [28, 32]. La donnée la plus intéressante découlant
de I’étude est I’inactivité totale des vaccins tués sur la croissance tumorale [28],
soulignant I’importance de la sub-infection provoquée par les bactéries

atténuées.

De telles observations ne sont pas spécifiques aux infections bactériennes.
En effet, d’autres semblables ont été relevées au décours d’expositions virales.
De nombreux exemples existent, dont celui de l'exposition d’un fermier au virus
de la maladie de Newcastle lors d’une épidémie chez sa volaille, qui a conduit a

la régression de son carcinome gastrique métastatique [5, 7]. La rougeole
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contractée naturellement serait responsable de la régression de la maladie de
Hodgkin, du lymphome de Burkitt et de leucémies [5]. Un autre exemple est
celui relevé en 1912 par De Pace, médecin Italien, qui note la régression de

cancers du col chez des patientes traitées pour rage [6].

Autant de données suggérant la capacité d’agents pathogénes acquis
naturellement a occasionnellement attaquer, ou a pousser I’organisme a attaquer
le tissu tumoral [5]. L’intérét suscité par ces révélations conduit naturellement la
communauté des chercheurs a explorer le potentiel thérapeutique d’une telle

approche.

Les expérimentations se succedent alors, et ce dés 1868 en Allemagne
avec W. Busch qui entreprend d’inoculer a ses patients porteurs de tumeurs
inopérables 1’érysipele dans un espoir thérapeutique [9, 23]. Le tout premier
patient fut une femme porteuse de sarcome inopérable, que Busch entreprit de
mettre dans une literie précédemment occupée par un patient atteint d’érysipéle.
En ce temps, 1’étiologie streptococcique de I’érysipéle était encore inconnue [9,
33]. Busch rapporte pour cette patiente une régression de moiti¢ du volume de la
tumeur primitive, ainsi que du volume des adénopathies cervicales [20, 34].
Cette expérience constitue la premiere inoculation volontaire de bactéries a un
patient cancéreux [4, 20, 34], et s’est soldée par le déces de la patiente 9 jours

apres le début de I’infection.

En 1882, Friedrich Fehleisen retente la méme expérience, et met en
évidence le rdle du Streptococcus pyogenes comme agent causal de 1’érysipele

[9, 20, 34-36].

Suivant son observation citée plus haut [4], William B. Coley, chirurgien
chef de ’unité des sarcomes osseux du Memorial New York Hospital (Figure 1),
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tente en 1890 I’injection de Streptococcus pyogenes chez un patient porteur
d’une tumeur inopérable et obtient la disparition de la néoplasie [21]. Ce
résultat, en plus de ceux des travaux de ses prédécesseurs, 1’encourage a
entreprendre une expérience a grande échelle qui inclura sur prés de 40 ans plus
de 1000 patients porteurs de sarcomes de I'os et des tissus mous, chez lesquels
sera administré le Streptococcus pyogenes inactivé par la chaleur entre autres [4,
8,9, 21, 34, 37, 38]. Les premiers résultats furent cependant décevants [37, 39],
et pousserent Coley a améliorer la toxicité du Streptococcus pyogenes, gram
positif, par 1’adjonction de Serratia marcescens, gram négatif, tous deux
inactivés par la chaleur [9, 34]. Il en résulte un succes largement supérieur a
celui obtenu par ces prédécesseurs [9, 34, 40, 41], avec des réponses au long
terme, bien que I’efficacité soit variable [38]. Cette association de bactéries
tuées par la chaleur est communément appelé « toxines de Coley », et est
largement utilisée pour le traitement des sarcomes jusqu’en 1963 (Figure 2) [9,
37, 39-41]. Les travaux de Coley, bien que critiqués a leurs débuts puis oubliés
avec ’avenement de la chimiothérapie et de la radiothérapie [21], furent d’une
importance capitale au développement de I’immunothérapie et de la
bactériothérapie oncolytique [8, 9, 21]. Coley sera méme désigné par la suite

comme « pere de 'immunothérapie » [21].
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William B. Coley (1862-1936) from Trans Am Surg As-
soc 54(1936):415. Courtesy of the Welch Library of the History
of Medicine.

Figure 1 : William B. Coley, connu comme le « pere » de

I’immunothérapie [21].
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Drawing of Coley’s first bone sarcoma case treated with his
toxins. Courtesy of Annals of Surgery/Lippincott.

Figure 2 : Dessin du premier sarcome osseux traité par les toxines

de Coley [21].
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Dans les recherches ultérieures, le choix des bactéries se fit selon leurs
caractéristiques qui leur auraient permis une colonisation préférentielle du tissu
tumoral. Ainsi les bactéries au caractére anaérobie semblaient-elles les plus a-
mémes d’atteindre cet objectif, ¢tant données les caractéristiques du
microenvironnement tumoral [38]. Les bactéries du genre Clostridium furent

ainsi sujettes a de nombreuses expérimentations oncolytiques [9, 38].

Dans les années 20, Parker et al. ont été les premiers a démontrer la
formidable capacité oncolytique du Clostridium, par 1’injection intra-tumorale
des spores de Clostridium histolyticum chez la souris porteuse de sarcome
implanté qui s’est vu suivre d’oncolyse — dénommée liquéfaction a I’époque — et
de controle tumoral [1, 2, 9, 42]. La sélectivité exquise du systéme fut confirmée
par Malmgren et Flanigan [9, 43] en 1955 [44] qui injectérent des spores de
Clostridium tetani par voie veineuse chez des souris porteuses de tumeurs ainsi
que chez des souris saines, produisant 1’une des meilleures preuves de
I’efficacité et de la sélectivité de 1’approche bactério-oncolytique [38] : Les
animaux porteurs de tumeurs décédent dans les 48 heures suivant I’injection,
conséquence de la production des toxines tétaniques par les bactéries germinant
au niveau des foyers tumoraux [9], alors que les animaux non porteurs de
tumeur se voient inaffectés par les injections de spores, celles-ci étant incapables

de germiner en I’absence de tissu tumoral [1, 2, 8, 9, 38].

En 1935, Connell tente une expérience similaire a celle de Parker en
injectant des filtrats stériles de Clostridium histolyticum en intra-tumoral pour le
traitement de cancers avancés. Il obtient une régression tumorale qu’il explique

par la production bactérienne d’enzymes protéolytiques [1, 9, 45].
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En 1947, le Clostridium histolyticum administré par injection intra-
tumorale chez la souris porteuse de sarcome greffé a permis I’obtention de la
liquéfaction et de la régression de la tumeur [20, 42]. Cependant, la toxicité
importante accompagnant 1’oncolyse clostridienne résulte en le déces de la

majorité¢ des animaux traités [20, 44, 46-50].

Le Clostridium butyricum M-55 non pathogéne fut exploré en 1959 par
Mose et Mose quant & ses capacités oncolytiques [20, 47] initialement chez la
souris, chez qui il produit une lyse extensive des tumeurs transplantées apres
inoculation intra-veineuse [47], et puis ultérieurement chez ’Homme [1, 44, 47-
49]. Mose et Mose décrivent chez I’animal une liquéfaction palpable quelques
jours aprés 1’administration, suivie de I’extériorisation spontanée d’un liquide
brun nécrotique, avec destruction macroscopiquement complete de la tumeur et
persistance tissulaire périphérique mise histologiquement en évidence [20].
Cependant, I’oncolyse extensive conduit dans la presque totalité des cas au
déces des animaux traités [20, 47]. Ces résultats probants encouragent a passer
aux essais humains ; ainsi, dans une ¢tude conduite par Carey en 1967 [44], 5
patients cancéreux se voient inoculés le Clostridium butyricum M-55 par voie
intraveineuse. 3 des patients montrent une lyse tumorale, un seul montre une
amélioration clinique. Aucune réponse compléte n’est cependant retrouvée [38,
44]. A la lumicre de ces constatations, la nomenclature de la bactérie subit une

révision de Clostridium butyricum en Clostridium oncolyticum, puis par la suite

en Clostridium sporogenes M-55 (ATCC 13732) [1].

En 1964, différentes souches non pathogenes de Clostridium sont testées

sur modeles tumoraux expérimentaux [4].
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Le champ de la bactériothérapie oncolytique passe par une période de
stagnation interrompue en 1976 par Morales, Eidinger et Bruce qui révelent
I’efficacité thérapeutique du Bacille de Calmette-Guerrin (BCG) sur le cancer
superficiel de la vessie [51]. Lequel traitement est toujours a 1’ordre du jour,
indiqué dans les cancers vésicaux superficiels a haut risque, et mis en ceuvre
chez prés de 1 million de patients par an [5, 9, 34, 52]. Son efficacité¢ est
considérée comme étant supérieure a celle des stratégies chimiothérapiques

conventionnelles pour cette indication [53, 54].

La premiere preuve du potentiel de Bifidobacterium en oncologie vient
dans les années 80 lorsque les tumeurs a ascites d’Ehrlich implantées chez la
souris ont été traitées par une suspension de la bactérie injectée par voie
veineuse, a hauteur de 5.10° Colony Forming Units (CFU) par souris [55]. Il
s’en suit une colonisation tumorale spécifique, avec disparition de la bactérie des
tissus sains dans les 96 heures suivant I’administration. La concentration
bactérienne au niveau tumoral se voit augmenter par contre, passant de 10
CFU/g 4 la premiére heure & 10° CFU/g le 7°™ jour (Figure 3). Aucun effet anti-

tumoral n’est cependant noté [9, 55].
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Specific distribution of Bifidobacterium bifidum (LacB) in tumor tissues following a single
i.v. injection of 5x 10° viable bacilli into Ehlich solid tumor-bearing mice. Each point represents the
mean of the number of bacilli per gram tissue of eight mice.

Figure 3 : Distribution de Bifidobacterium bifidum dans les
différents tissus selon le temps, apres I’injection intra-tumorale de

celui-ci [8].
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Par la suite, de nombreuses autres bactéries prouvent leur capacité a
coloniser préférentiellement le tissu tumoral, avec des résultats oncolytiques
toutefois variables : Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes, Bifidobacterium spp, Mycobacterium bovis [38].

L’efficacité de D’approche bactério-oncolytique s’est tout de méme
montrée limitée, justifiant en partie sa mise au placard. Cependant, I’avénement
récent de technologies d’altération génétique de plus en plus efficaces et
accessibles — notamment la technologie d’ADN recombinant [38] — ressuscite
I’intérét porté aux bactéries antinéoplasiques, et laisse entrevoir un avenir

prometteur pour la bactériothérapie [8].

D’autre part, le microenvironnement tumoral a vu son intérét s’accroitre
ses derniéres années, s'avérant influant dans la physiologie des cellules
tumorales et leur sensibilit¢é au traitement [9, 56-58]. La bactériothérapie
associée au génie génétique joue des particularités des germes et du

microenvironnement pour ¢liminer les difficultés que présente ce dernier.
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A. Propriétés :

III. BACTERIES ONCOLYTIQUES :
A. Propriétés :

Les anaérobies étudiées jusqu’a présent tombent dans trois catégories : les
anaérobies gram positif a acide lactique (lactic acid bacteria), les bactéries gram
négatif anaérobies facultatives intracellulaires, et les bactéries gram positif

anaérobies strictes saccharolytiques ou protéolytiques (Tableau I) [9].
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A. Propriétés :

1. Genre Bifidobacterium :

Le Bifidobacterium est une bactérie gram positif anaérobie stricte,
immobile, non pathogeéne, ne produisant pas de spores, saprophyte du tube
digestif de mammiferes dont I’Homme [9, 20]. Les bactéries du genre ont depuis
longtemps été utilisées comme probiotiques et pour la fermentation des produits
laitiers ; notamment, le Bifidobacterium bifidum qui est prescrit au Japon comme
probiotique pour les nourrissons depuis les années 80 [8, 59]. Son caractere
naturellement inoffensif est un avantage pour son utilisation thérapeutique

oncolytique, en comparaison avec Salmonella et Clostridium [4, 8].

Des extraits pariétaux cellulaires de la bactérie ont été utilisés comme

immuno-modulateurs, a la fagon du bacille de Calmette-Guérin [20, 60, 61].

Trois especes ont particulierement été étudiées : Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, et Bifidobacterium adolescentis. Elles font partie de la
flore intestinale commune chez I’Homme, et sont donc considérées comme

« stires », ne présentant pas de risque pathologique [9].

2. Genre Salmonella :

Les bactéries du genre Salmonella sont anaérobies facultatives, gram
négatif, pathogénes fréquemment impliqués dans la pathologie digestive chez
I’Homme. L’infection systémique a Salmonella est responsable de choc septique
et de taux de mortalité¢ ¢levés, dus notamment a la haute immunogénicité du
lipopolysaccharide (LPS) présent au niveau de la paroi [4, 9, 20]. Certaines
souches auxotrophes présentent cependant une virulence amoindrie chez la

souris, mise en évidence par les travaux de Bacon et al. [20, 62-64].
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Le genre Salmonella est subdivisé en deux especes : bongori et enterica,

elles-mémes subdivisées en six sous-espéces, dont enterica. Cette dernicre

présente deux groupes de sérovars : typhoides (Typhi, Paratyphi, Sendai...) et
non typhoides (Typhimurium, Infantis, Dublin...) [3].

Salmonella enterica enterica Typhimurium est un bacille flagellé gram
négatif, anaérobie facultatif, ne formant pas de spores, génétiquement proche
d’Escherichia coli, responsable de la fievre typhoide murine [65], possédant des
caractéristiques naturelles et une aisance quant a la modification de son capital
génétique qui font de lui un excellent candidat a 1’utilisation thérapeutique [3].
La propriété de colonisation spécifique des tumeurs — notamment humaines [20,

66-69] — de Salmonella est connue depuis un demi-siécle [9].

Salmonella Typhimurium possede prés de 200 geénes codant pour des
facteurs de virulence. Ceux-ci sont répartis entre cinq ilots de pathogénicité
principaux (pathogenicity islands : PAIs), plusieurs flots de pathogénicité
secondaires (pathogenicity islets), au moins un plasmide, en plus de différentes
localisations chromosomiques [20, 70-78]. Les ilots de pathogénicité principaux
codent pour un facteur de virulence particulier : les systémes de sécrétion de
type III. Ceux-ci possedent un intérét thérapeutique qui sera détaillé
ultérieurement. L’un de ces systémes est le Inv/Spa dont les geénes sont localisés
a hauteur de Salmonella Pathogenicity Island-1 (SPI1), et est responsable de
I’invasion épithéliale lors de la dissémination intestinale [20, 78-82]. Un second
systtme d’expression de type III est localis¢ au niveau de Salmonella
Pathogenicity Island-2 (SPI2), joue un role crucial dans la croissance systémique
de Salmonella chez I’hote, et est nécessaire a la survie intracellulaire dans les

cellules épithéliales et les macrophages [20, 70-73, 78, 79, 83-87].

22| Bactériothérapie Oncolytique
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A. Propriétés :

3. Genre Clostridium :

Le genre Clostridium est surtout connu pour ses especes ubiquitaires
particulierement pathogénes pour I’Homme. Cependant, la majorité des

bactéries de ce genre sont bénignes et tout aussi répandues que les premicres [1].

Le genre Clostridium, proposé vers le milieu du XIX®™ siécle, appartient
a la famille des Bacillaceaes du phylum Firmicutes de Bacteria [88]. Il
comprend plus de 200 especes physiologiquement différentes organisées en au
moins 12 lignées [88], constituant I’un des plus vaste genres procaryotes [1]. Ce
sont des bacilles gram positif, anaérobies occasionnellement aérotolérants a
métabolisme fermentatif, producteurs d’endospores [1], incapables de réduire les
sulfates (SO4>) en sulfides (S*) [88]. La vaste majorité se présente sous forme

de batonnets mobiles par ciliature péritriche [88].

Les bactéries du genre Clostridium sont pléomorphes, leurs
caractéristiques morphologiques variant grandement d’une souche a I’autre,
d’une espéce a I'autre ou au sein de la méme espece. Mais en général, ce sont
des organismes bacilliformes volumineux mesurant de 0.4 a 1.3 um de large et 3

a 8 um de long, retrouvés isolés ou organisés en paires ou en chaines [88].

Les spores clostridiennes se forment lorsque la bactérie se retrouve en
milieu hostile. Ce sont des structures spécialisées grandement résistantes a la
chaleur, aux radiations, a la dessiccation et aux agressions chimiques. Elles sont
plus larges que les formes végétatives, et peuvent se former a hauteur de
différents points du bacille, conférant a celui-ci des aspects variables (Figure 4).

Une fois constituées, les spores se détachent de la cellule mere, et leur
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Ill. BACTERIES ONCOLYTIQUES :
A. Propriétés :
germination en formes végétatives se fait quand les conditions nutritionnelles et

environnementales sont adéquates [88].

Clostridium prolifére essentiellement dans le sol, les sédiments d’eau et
dans le tractus de nombreux animaux dont I’Homme ; Ainsi, Clostridium
perfringens a été retrouvé dans presque tous les prélévements de sol au niveau
desquels il a été recherché, et prés de 40 especes ont été retrouvées dans les

selles humaines, dont plusieurs pathogenes [88].

Les bactéries du genre Clostridium sont anaérobies, leur production
énergétique ne nécessitant pas d’oxygene ; celle-ci provient de la fermentation
de substrats de carbone et de nitrogéne. Néanmoins la tolérance envers
I’oxygéne varie entre les différentes souches. Certaines, telles que Clostridium
novyi, toleérent de basses concentrations en oxygene, alors que pour d’autres

I’oxygéene est hautement toxique [88].

Les températures et pH nécessaires a la croissance des bactéries du genre
Clostridium s’étalent sur une large palette. La majorité préferent des pH inclus
entre 6 et 7 et des températures entre 27 et 37°C, mais certaines peuvent se
multiplier a des pH inférieurs a 4 et supérieurs a 8, et des températures ne
dépassant pas 10°C pour les souches les plus psychrophiles, et des températures

au-dela de 60°C pour les thermophiles [88].

Les phages et les plasmides sont communs dans le genre Clostridium, et
pour la plupart codent pour des fonctions encore méconnues. Cependant, il a été
démontré que des phages codent pour des toxines, et que certains plasmides

expriment des génes de virulence et de résistance aux antibiotiques [88].
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A. Propriétés :

L’étude génétique des bactéries du genre Clostridium en est encore a ses
phases précoces. Cependant, des avancées importantes ont été réalisées. Les
techniques de biologie moléculaire ont permis le développement d’outils
génétiques tels que les vecteurs d’expression et de clonage, les techniques
d’inactivation de geénes (gene knock-out systems), et les techniques de transfert

de génes par transformation ou conjugaison [88].
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Micrographs of C. novyi-NT spores and outgrowth.

(A) Atomic force micrograph of air-dried C. novyi-NT spores. Some of the
spores have a “tail” corresponding to the amorphous shell (arrow). (B)
Magnification of a single C. novyi-NT spore highlighting the irregular spore
surface and a “tail”. (C) Phase-contrast micrograph of spores exposed to
germination medium for 24 hours. Depicted are spores that are fully intact (i1-
i5), collapsed after germination (c1-c3), or fully outgrown only leaving an
empty spore coat behind (e1-e3). (D) Electron micrograph of a vegetative C.
novyi-NT with numerous flagella. (Bar = 0.5 um).

Figure 4 : Clostridium novyi-NT, forme sporulée et forme

veégétative [38].
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B. Mécanismes d’action :

1. Microenvironnement tumoral et hypoxie :

Les tumeurs sont des structures complexes, composées de
microenvironnements  différents  faisant  ’hétérogénéité  néoplasique
caractéristique, qui constitue un obstacle thérapeutique conséquent [4, 58, 89].
Le microenvironnement hypoxique fait partie des microenvironnements les plus
importants et les plus étudiés, et est li¢ aux tumeurs solides d’autant plus
qu’elles sont agressives [4]. 80% des tumeurs malignes tombent dans la
catégorie des cancers solides [1, 90], expliquant la récurrence importante de
I’hypoxie en oncologie [1]. Ainsi, sur 20 métastases hépatiques d’un volume
supérieur a 1 cm’ sélectionnées au hasard, toutes contenaient des portions
hypoxiques plus ou moins volumineuses constituant entre 25 et 75% des masses

(Figure 5) [91].
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Typical human colorectal metastases. Extensive areas of necrosis, such
asoneoneindicated by arrows, are intermixed with areas of viable tumor cells.
Similar large areas of necrosis were observed in each of the metastatic lesions
from 20 different patients chosen at random from pathologic archives.

Figure 5 : Zone de nécrose (indiquée par les fleches) a 1’ intérieur

d’une tumeur solide [91].
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L hypoxie tumorale est la conséquence du déséquilibre entre I’apport et la
consommation d’oxygeéne par la cellule néoplasique [1] découlant de deux
¢léments essentiels ; d’une part 1’asynchronisme de croissance des cellules
endothéliales et des cellules malignes, la vitesse de croissance des cellules
tumorales étant supérieure a celle des néo-vaisseaux [8], et d’autre part les

anomalies architecturales du systéme vasculaire engendré [4].

En effet, la néovascularisation tumorale est stimulée par le VEGF
(Vascular endothelial growth factor) produit par les cellules néoplasiques. Les
cellules endothéliales naissant de cette manieére ont une tendance particuliere
envers 1’apoptose, induisant une apparition et une disparition cyclique des néo-
vaisseaux. La vascularisation est ainsi immature et sujette a diverses anomalies
structurales entravant la fluctuation normale du sang : shunts intravasculaires,
embranchements, vaisseaux borgnes [8]. Ces ¢léments conduisent a une
suppléance hétérogéne en oxygene et en nutriments, avec des régions moins

fournies que d’autres constituant des niches hypoxiques voire nécrotiques [1, 8].

La zone de transition est une région de quiescence cellulaire a la limite
entre les zones nécrotiques et les zones oxygénées viables des tumeurs,
possédant un index mitotique plus faible et une densité stromale moindre que

ceux retrouvés dans le tissu tumoral viable [58, 92].

L’hypoxie est liée a un phénotype tumoral plus malin qui affecte la
stabilité¢ génomique, 1’apoptose, 1’angiogenese et la survenue de métastases [93,

94].

Les anomalies vasculaires et 1’environnement cellulaire dans ces zones

génerent une résistance vis-a-vis des thérapeutiques classiques [58, 95, 96].
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Dans ces régions les concentrations en oxygene sont parfois inférieures a 0.3%
(<2.5mmHg). A ce niveau, les cellules néoplasiques sont trois fois plus
résistantes aux radiations ionisantes par rapport aux cellules normalement
oxygénées, I’efficacit¢ de la thérapeutique étant dépendante de 1’oxygénation
[4]. Les zones hypoxiques sont également résistantes a de nombreuses
chimiothérapies cytolytiques [1, 8, 97], conséquence du défaut de concentration

de celles-ci induit par I’insuffisance de la vascularisation [1, 4, 58, 98].

L’hypoxie stimule également la progression maligne tumorale [57],
augmentant 1’agressivité et la capacité invasive tumorale [8]. Elle provoque la
sélection de cellules résistantes a 1’apoptose et déficientes en p53 — gene
suppresseur de tumeurs — promouvant la prolifération des sous-populations

cellulaires résistantes aux agents cytotoxiques [58, 93, 99, 100].

La maladie métastatique est responsable de 90% des déces liés au cancer.
L’hypoxie favorise la propagation des métastases [8], et ce par divers
mécanismes incluant ’angiogenese anarchique, la stimulation de 1’expression de
genes pro-métastatiques, ou encore le déclenchement de la mutation du géne p53
[1].

En somme, les régions hypoxiques grévent le pronostic vital des patients
[1, 101], stimulent la survenue de métastases, et sont relativement résistantes
aux thérapeutiques classiques, et sont de plus trés fréquentes [1, 4, 94, 102].
L’intérét que peut susciter une thérapeutique ciblant particuliérement ces zones
est donc évident. Ainsi, I'utilisation de bactéries anaérobies — pour lesquelles le
micromilieu tumoral hypoxique constitue une niche environnementale propice
au développement [1, 4, 9] (Figure 6) — pour le traitement de cancers solides

semble étre une solution idéale, ciblant une population cellulaire évasive,
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métastatique et résistante aux thérapies habituelles [8]. Certaines bactéries
permettent d’ailleurs de cibler spécifiquement la zone de transition, telles que

I’ Escherichia coli Nissle 1917 [58, 103, 104].
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a Injection b 12hr

Hematogenous Entry Dissemination
c 48 hr d 96 hr

Accumulation Margination

Model of Salmonella accumulation within tumor micro-
environments. (a) Bacteria first access the tumor via hematogenous
entry. (b) During the first 12h bacteria disseminate throughout all
microenvironment regions. (¢) For first 48 h bacteria migrate and
proliferate, resulting in accumulation within all regions. (d) By 96 h,
bacteria marginate to the tumor transition zone and density
decreases in other regions.

Figure 6 : Accumulation de Salmonella dans les régions

hypoxiques du microenvironnement tumoral [58].
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La grande complexité du microenvironnement tumoral, en fait le siege de
multiples obstacles physiques et chimiques a la colonisation bactérienne [20].
Ainsi, le ciblage spécifique et effectif du tissu tumoral est une tache rendue
ardue par la désorganisation de la vascularisation et la pression hydrostatique
interstitielle élevée caractérisant la néoplasie [4]. Egalement, de nombreux
leucocytes — macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes, et neutrophiles —
subsistent dans ce milieu, et possédent une activité antimicrobienne [20]. La
capacité des bactéries a survivre et a se multiplier dans un tel milieu est vitale

quant a leur utilisation en tant que vecteurs anti-tumoraux [20, 78].

2. Colonisation préférentielle du tissu néoplasique :

De nombreuses bactéries présentent la caractéristique de se développer
quasi-exclusivement au niveau tumoral tout en épargnant les tissus sains, ce qui
constitue I’un des points fort de la bactériothérapie oncolytique [4, 44]. Cela a
¢té prouveé en 1955 par Malmgren et Flanigan pour le Clostridium tetani [9, 44],
et dans les années 80 pour le Bifidobacterium bifidum [8] (Figure 3). De
nombreuses autres bactéries ont été isolées autour et au niveau de tumeurs [105],
et ont été testées quant a leur capacité de colonisation tumorale spécifique.
Seules certaines présentaient une telle qualité [91] (Tableau II). Parmi celles-ci
Salmonella Typhimurium [58, 106-109] ou encore Escherichia coli Nissle 1917
[58, 103, 104].
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Tableau Il : Bactéries ciblant et proliférant au niveau du tissu

tumoral [3].

Bacteria home and replicate in tumor microenvironment.

Bifidobacteria

B. adolescentis
animalis
bifidum
boum
breve
coryneforme
dentium
indicum
infantis
longum
magnum
pseudolongum

SIS A I i i

&

Lactobacilli
L. bifidus
L. delbrueckii

Clostridia
C. absonum
C. acetobutylicum
C. bifermentans
C. difficile
C. histolyticum
C. perfringens
C. novyi — exhibited extensive spreading even in poorly-vascularized tumor
areas
C. sordellii - exhibited extensive spreading even in poorly-vascularized
tumor areas
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La colonisation préférentielle du tissu néoplasique par certaines bactéries

reste & ce jour (2016) imparfaitement comprise, et serait conséquente aux
caractéristiques du microenvironnement tumoral et aux propriétés bactériennes :
la présence de nutriments particuliers au niveau tumoral [94], la protection vis-a-
vis du systéme immunitaire de I’hote conférée par cet environnement, ainsi que
les besoins en oxygeéne des bactéries, leur mode de survie intra ou
extracellulaire, et leur motilité, sont autant d’éléments qui ont été évoqués pour
expliquer le phénoméne. Des mécanismes hémodynamiques [110] et

chimiotactiques [111] seraient également impliqués [3].

e Vascularisation tumorale :

En effet, la néo-vascularisation tumorale de mauvaise qualité présente des
malformations permettant I’accumulation bactérienne dans des culs-de-sac
vasculaires 1solés de la circulation normale. Elle est également caractérisée par
une perméabilité anormale facilitant la pénétration des germes, qui vont alors
diffuser au niveau du tissu tumoral pour se loger dans les zones nécrotiques et
les zones de transition [58] qui leur conférent un environnement favorable abrité

du systéme immunitaire de 1’hote [4, 94, 103].

e [mmunité intra-tumorale :

Le systéme immunitaire ne semble pas, en effet, affecter les bactéries
logées au niveau tumoral. L’administration d’Escherichia coli Nissle 1917 chez
la souris nude immunodéficiente et la souris BALB/c immunocompétente, toutes
deux porteuses de tumeurs mammaires murines 4T1, conduit a une colonisation

et une réplication bactériennes tumorales similaires pendant au moins 11 jours

(Figure 7) [104].
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Bacterial colonization of 4T 1 tumor-bearing nude mice
(black bars) or BALB/c mice (white bars) at 3h, I, 5, 11, and
25 days post-bacterial injection (2 x 10° CFU in 100 ul). The
average number of CFU/g tissue and standard deviation for
four mice per group is shown.

Figure 7 : Colonisation tumorale par Escherichia coli Nissle 1917
chez la souris immunodéficiente (colonnes noires) et la souris

immunocompétente (colonnes blanches) [104].
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e Mobilité bactérienne :

La mobilit¢é des bactéries leur confére la capacit¢ de se déplacer
activement depuis le réseau vasculaire vers les régions hypoxiques puis
nécrotiques, permettant d’atteindre des zones tissulaires inaccessibles a tout
autre moyen thérapeutique (Figure 8) [4]. Ainsi, Clostridium novyi et
Clostridium sordellii ont montré un effet anti-tumoral notoire lors d’une étude
conduite par Vogelstein [91], grace notamment a leur grande motilité permettant
une diffusion intra-tumorale optimale [9]. Cela dit, toutes les bactéries
permettant la colonisation tumorale spécifique ne sont pas obligatoirement
mobiles [8], et inversement toutes les anaérobies mobiles ne présentent pas
systétmatiquement de diffusion intra-néoplasique extensive [91]: ainsi,
Bifidobacterium longum, malgré qu’il ne soit pas muni de flagelles, persiste et

prolifére en région hypoxique tumorale (Figure 9) [8].
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Virus Drugs or Antibodies Bacteria
Endothelial cells :

AAAAAAAAAAA

......... AN Normoxic
Tumor cells

Hypoxic

Necrotic

Figure 8 : Les bactéries permettent d’atteindre les zones

hypoxiques et nécrotiques, inaccessibles aux autres thérapeutiques

[4].
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Distribution of anaerobic
B. longum bacteria within tumors. Mice bearing
, s.c. B16 tumors were intravenously
- injected through the tail vein with
5 X 107 live B. longum bacteria or
wild-type C. novyi spores. Mice that
received injections of B. longum
were given i.p. injections of lactulose
. daily for 5 days to increase bacterial
growth (16) and then killed for anal-
- ysis of tumor colonization. Mice with
. C. novyi were Kkilled the day after
injection for analysis. Gram-stains re-
- vealed that a large number of B. lon-
' gum bacteria was concentrated
within a few colonies, whereas C.
novyi was dispersed throughout the
poorly vascularized portions of the
tumors. (A and B) High- and low-
power views of representative B. lon-
gum experiment, showing bacteria
(stained deep blue) clustered within
a colony. (C) C. novyi experiment,
showing dispersion of bacteria
throughout the necrotic region of
the tumor. (D) High-power view,
showing invasion of C. novyi bacteria
- into surrounding viable tumor cells
(stained purple) on the Left.

s.c. : sous-cutané ; C. : Clostridium ; B. : Bifidobacterium ; i.p : intra-péritonéal.

Figure 9 : Distribution de Bifidobacterium longum et de Clostridium
novyi dans des mélanomes murins B16, vus en bleu. Bifidobacterium
s’accumule en amas (A et B), alors que Clostridium diffuse plus uniformément

(C et D) [91].
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e Facteurs de virulence et pathogénicité :

Dans le cas d’Escherichia coli, la pathogénicité¢ et les facteurs de
virulence ne semblent pas influencer la colonisation tumorale, qui atteint les
mémes niveaux d’importance pour les souches pathogeénes et non pathogénes.
Cependant, les souches non pathogénes offrent la spécificité de la
colonisation qui se limite a la néoplasie et n’atteint pas les tissus normaux : le

foie et la rate restent exempts de présence bactérienne contrairement a la tumeur

(Figure 10) [104].

Chez d’autres bactéries, certains facteurs de virulence jouent parfois un
role notable dans le ciblage tumoral et la prolifération intra-néoplasique. Parmi
ceux-ci, les facteurs exprimés par Salmonella Pathogenicity Island-2 (SPI2) de

Salmonella (Tableau III) [20, 78].

40| Bactériothérapie Oncolytique



IIl. BACTERIES ONCOLYTIQUES :
B. Mécanismes d’action :

1.0E+10 1 A H SL1344
1.0E+09 - B m 14028
L C H Sc602
1.0E+08 -
D m EIEC
1.0E+07 4
E m CFT073

CFU/g

1.0E+06 F B Top10
1.0E+05 1 G O EcN
1.0E+04

1.0E+03 A T T

ABCDEFG ABCDEFG ABCDEFG
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Distribution and tumor colonization of pathogenic and
non-pathogenic enterobacterial strains in syngeneic 4TI
tumor-bearing BALB/c mice. S. typhimurium SL1344
(1 105). S. typhimurium 14028 (3 x 105). S. flexneri SC602
(1x 10%), E. coli 4608-58 (2 x 10°), E. coli CFT073 (2 x 10°),
E. coli Topl10 (2 x 10°), and E. coli Nissle 1917 (2 x 10°) were
1.v. injected into 4T1 tumor-bearing BALB/c mice (groups of 4
mice each). Two days later, excised tumors, livers, and spleens
were homogenized and analyzed for the presence of bacteria.
Shown is the average number of CFU/g tissue plus standard
deviation.

S. typhimurium : Salmonella typhimurium ; S. flexneri : Shigella flexneri ;

E. coli : Escherichia coli ; EIEC : Escherichia coli 4608-58 ; CFU : Colony Forming Units.

Figure 10 : Colonisation tumorale, hépatique et splénique par
différentes bactéries injectées chez la souris porteuse de tumeur.
Escherichia coli Nissen 1917 (colonne G) est une souche non
pathogeéne génétiquement trés proche de la souche CFTO073
uropathogene (colonne E) [112], et est également un probiotique
[104, 113]. Escherichia coli Top10 (colonne F) est également non
pathogene, incapable de métaboliser le galactose et le L-arabinose,
et déficiente en la synthése de leucine [78]. Les autres souches sont

pathogenes [104].
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Tableau III : Effet de la mutation en SPI1 et en SPI2 sur la

colonisation des cellules tumorales [78].

Les souches mutées en SPI1 présentent une moindre colonisation
des cellules tumorales par rapport a celles mutées en SPI2. Les
souches mutées en SPI2 présentent une colonisation

presqu’équivalente a celle des souches non mutées.

Table 1 Effects of TTSS mutations in SPI-1 and SPI-2 on
salmonellae invasion of Cloudman S91 mouse melanoma cells in

vitro

Strain cfu/10° melanoma cells/15 min
YS1646 1.1+0.1x10°

1646 prgH 42+21x10*

1646 ssaT 25+0.6x10*

YS7212 3.8+0.3x10°

7212 prgH 5.0+0.9x10%

7212 ssaT 29+0.1x10°

Invasion was carried out for 15 minutes as described (Materials
and methods). Results are the mean+SE for triplicate determina-
tions, and the experiments were performed three times with similar
results.

*Statistical differences versus parental strains (P<.010).

YS1646 et YS7212 : Souches atténuées de Salmonella ;

1646 et 7212 : Souches YS1646 et YS7212 respectivement, mutées en SPI1 (prgH-) ou en
SPI2 (ssaTl-).

+SE : Standard Error.
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e (Oxygénation et anaérobiose :

I a ét¢é démontré que la colonisation spécifique des tumeurs par
Salmonella typhimurium est dépendante de la présence de nécrose et de
microenvironnements quiescents [58, 111]. En effet, I’oxygénation des cellules
tumorales vivantes limite I’timportance de 1’accumulation de Salmonella au
niveau de leur cytoplasme, alors qu’au niveau des cellules nécrotiques la
bactérie est retrouvée en grandes quantités [4]. Des données similaires ont été
relevées pour Clostridium sordellii et Clostridium novyi, anaérobies
extrémement sensibles a I’oxygene, qui ne colonisent que les tissus tumoraux
qui présentent des zones d’hypoxie et de nécrose (Figure 11) [9]. Ces données
soulignent le role de I’hypoxie dans I’induction de la localisation spécifique des

bactéries au niveau néoplasique.

Ainsi, les anaérobies strictes et facultatives a développement intra ou
extracellulaire offrent d’excellents résultats dans le sens d’une colonisation
tumorale préférentielle [3]. Cela serait justement inhérent a leur capacité de
survie en milieu hypoxique [4, 8] et a leur forte sensibilit¢ a 1’oxygeéne

conduisant a une circonscription de leur croissance aux régions hypoxiques [9].
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(b)  Tumor cross section

Blood
vessel

Live zone

K J ‘/ A

Blood /Dead zone
vessel '

Spore < Mature

[Key: Clostridium }

Normal Hypoxia

TRENDS in Molecular Medicine

Treatment of tumours with Clostridial spores. Injected spores penetrate
tumour tissue (a), and preferentially germinate and proliferate in the hypoxic core,
killing tumour cells (b).

Figure 11 : Prolifération préférentielle de Clostridium dans les

régions hypoxiques des tumeurs solides [114].
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e (Chimiotactisme :

L’accumulation préférentielle au niveau des régions de quiescence serait
¢galement dépendante de récepteurs chimiotactiques [3, 58, 115, 116] sensibles
pour des molécules libérées par les cellules tumorales mourantes de la bordure
nécrotique [58, 111]. La migration bactérienne est aussi liée au gradient intra-
tumoral de molécules de petite taille telles que 1’aspartate, la serine et le ribose,
notamment en ce qui concerne Salmonella Typhimurium [58, 116]. Ce gradient
permet a Salmonella de s’accumuler dans des tumeurs de taille inférieure a 300

um in vitro [58, 111], ce qui est excellent pour le ciblage des métastases.

3. Mécanismes de I’oncolyse :

La bactériothérapie oncolytique est basée sur I’utilisation de bactéries
capables d’induire la destruction des cellules néoplasiques. Cette capacité
oncolytique, démontrée pour la premicére fois par Parker pour le genre
Clostridium [42], nécessiterait le caractére anaérobie comme prérequis selon
Mose [9, 20, 117]. Toutefois, les caractéres sporifere et anaérobie conférant la
spécificité envers le tissu hypoxique sont insuffisants a I’induction de la lyse
tumorale : Bacillus mesentericus et Bacillus subtilis, bactéries sporiféres
induisant la colonisation tumorale spécifique n’induisent pas d’oncolyse
associée [4, 9, 117]. 11 a donc été conclu que d’autres facteurs étaient impliqués

[20].

Les mécanismes par lesquels les bactéries induisent la destruction

tumorale sont encore mal cernés, et impliqueraient différents mécanismes [4,
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118] dont la destruction cellulaire directe et ’activation du systéme immunitaire

3, 4, 38].

a) Mécanismes immuno-indépendants :

Les bactéries provoquent [’apoptose des cellules néoplasiques
proportionnellement a leur accumulation intra-tumorale [4, 58, 94]. De
nombreux mécanismes immuno-indépendants ont été évoqués pour expliquer cet
effet oncolytique, parmi lesquels la compétition pour les nutriments entre les

cellules néoplasiques et les bactéries [58, 119].

L’autophagie est un mécanisme cellulaire par lequel se fait I’élimination
des protéines vieillissantes et des organites qui n’ont plus d’utilit¢ pour la
cellule. Ce mécanisme est moins actif au niveau des cellules tumorales, et moins
réactif au stress. La colonisation bactérienne semble stimuler I’autophagie par

des voies d’activation encore mal comprises [4].

Les facteurs de virulence des bactéries jouent un rdole important quant a
leurs capacités oncolytiques. Les facteurs exprimés par Salmonella
Pathogenicity Island 2 (SPI2) chez Salmonella sont responsables de la
croissance bactérienne systémique et de la survie intracellulaire dans les
macrophages et les cellules épithéliales, et sont indispensables a 1’activité anti-
tumorale [20, 83-87] ; I’administration de souches SPI2- (dont le géne ssaT est
inactivé) chez la souris ne conduit & aucune activité anti-tumorale, contrairement
a celles SPI2+ [20]. Ces facteurs seraient impliqués dans le ciblage et la

multiplication intra-tumorale [20, 78].
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Cependant, tous les facteurs de virulence ne possedent pas le méme poids

pour ce qui est de I’activité anti-néoplasique. Ainsi, I’inactivation de Salmonella
Pathogenicity Island 1 (SPI1) (par inactivation du gene prgH) de Salmonella
conduit certes a une réduction de la capacité invasive de celle-ci in vitro de 100
fois, mais conserve la capacit¢ d’inhibition de la croissance tumorale de la

souche in vivo (Figure 12) [20].
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Effects of mutations in the TTSS of SPI-1 (prgH ) and SPI-1*; SPI-2* strains, diamonds; prgH ~ (SPI-1), triangles;

SPI-2 (ssaT ~ ) on tumor growth suppression by salmonellae strains ssaT =~ (SPI-2), circles. Similar results were obtained in three

YS1646 (upper), YS1456 (middle), and YS7212 (lower). Salmo-
nellae (2x10° cfu/mouse) were injected i.v. into C57B6 mice 7 days
post s.c. implantation of B16F10 melanoma cells and tumor growth
was monitored with electronic calipers.

Points represent mean+SE for n=8-10 mice/group. Data were not
shown if two or more animals in a group had died. Panel A: YS1646.
Panel B: YS1456. Panel C: YS7212. Untreated controls: squares,

separate experiments. SPI -1 mutant strains (prgH ), like their wild -
type counterparts, were significantly different from saline -injected
controls in tumor growth suppression ( P<.070), while SPI-2 mutants
(ssaT ~ ) showed no significant differences from saline controls
(P>.600). Data for statistical analyses were taken from tumor
measurements on day 18 (YS1646, YS1456) or 24 (YS7212) post
tumor implantation.

Carrés : Animaux de controle ; Diamants : SPI1+, SP12+ ; Triangles : SPI1- ; Cercles : SPI12-.

Figure 12 : Effets de la mutation en SPI1 et en SPI2 sur I’inhibition

de la croissance tumorale [78].
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Salmonella s’engage dans des échanges biochimiques complexes avec les
cellules hotes tumorales [120, 121], résultant en une stimulation de systemes de
sécrétion protéique bactérienne [122, 123] dont le systeme de sécrétion de type
II (Type Three Secretion System : TTSS), codé au niveau du centisome 63 du
chromosome de la bactérie [120]. Les protéines produites déclenchent des voies
de transduction de signal au niveau des cellules tumorales, ce qui a comme
conséquence le réarrangement du cytosquelette permettant I’internalisation des
bactéries et I’initiation de réponses nucléaires induisant la production de

cytokines pro-inflammatoires [120, 124].

Salmonella entraine la mort des cellules infectées [125-127] par le biais
du lipopolysaccharide (LPS) — responsable de I’apoptose des cellules tumorales
et endothéliales [4, 94, 128] — et par induction des voies de transduction des

signaux apoptotiques (Apoptotic signal transduction pathways) [58].

Le Bifidobacterium permet la conversion du lactose administré par voie
générale en lactate a hauteur du tissu tumoral spécifiquement colonisé.
L’accumulation de lactate ainsi produit, associée a d’autres procédés, permet de
diminuer le pH des cellules néoplasiques, altérant des processus métaboliques

vitaux ce qui se solde somme toute par la lyse cellulaire [129, 130].

Le Clostridium novyi-NT exprime des protéines extracellulaires jouant un
role dans la destruction des cellules néoplasiques. Les plus importantes de
celles-ci sont la phospholipase C (NT01CX0979) et deux autres lipases
(NTO1CX2047 et NTOICX0630) qui alteérent la structure des bicouches
lipidiques des cellules tumorales, modifient leur perméabilit¢é membranaire et

ainsi provoquent une cytotoxicité directe [38, 131]. En parallele, les
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phospholipases activent la réaction inflammatoire, ce qui stimule 1’immunité

anti-tumorale [38, 131].

b) Role du systéme immunitaire :
o Tumeur et immunité :

Les cellules cancéreuses possédent la propriété d’inhiber la réaction
immunitaire et d’échapper a ses effets par le biais de mécanismes multiples :
elles peuvent limiter leur présentation d’antigénes du fait d’une présentation
restreinte  ou d’une maturation inadéquate des cellules présentatrices
d’antigénes, exprimer des ligands tels que le Programmed Death-Ligand 1 (PD-
L1) qui inhibe la fonction des cellules immunitaires une fois fixé sur ses
récepteurs, produire des cytokines immunosuppressives telles que le
Transforming Growth Factor B (TGF-P) et I'Interleukine 10 (IL10), et stimuler
des cellules de régulation immune négative telles que les cellules T régulatrices
(regulatory T cells: Treg) et les cellules suppressives d’origine myéloide

(Myeloid-Derived Suppressor Cells : MDSC) [38, 132-136].

Les conséquences de la réaction immunitaire naturellement engagée
envers la prolifération néoplasique sont complexes, voire paradoxales ; bien
qu’induisant la destruction des cellules tumorales, elle promeut la progression

tumorale et la sélection de cellules tumorales agressives immuno-résistantes [4].

Cependant, un puissant stimulus activant I’'immunité permettrait le
contrOle de certaines voies d’échappement immunitaire tumoral par Ile

recrutement de cellules immunocompétentes et la sécrétion de cytokines, comme
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cela se voit avec les virus oncolytiques [38, 137, 138], et pourrait entrainer la

destruction du phénotype immunosuppresseur [4].

o Bactério-oncolyse et immunité :

L’immunité naturelle et acquise jouent un role dans I’activité bactério-
oncolytique [4, 20, 58, 139, 140]. Plusieurs observations semblent soutenir cette
hypothese. En effet, I’oncolyse obtenue par administration de Clostridium novyi-
NT sur modele murin induit le développement d’une résistance spécifique vis-a-
vis de la tumeur utilisée, non étendue a d’autres types tumoraux [3, 8, 38, 141,
142]. Egalement, la réduction tumorale se poursuit apreés 1’élimination des
bactéries utilisées pour le traitement de tumeurs murines [142, 143] — ce qui
implique I’intervention d’une autre entité a activité anti-tumorale — et
s’accompagne du développement d’une immunisation contre les antigenes
néoplasiques spécifiques [143]. L’étude immuno-histochimique de tumeurs de
souris traitées par Salmonella cholereasuis montre un infiltrat important de
cellules immunocompétentes, fait essentiellement de LT CD8 et de neutrophiles
[94]. D’autre part, une expérience fut tentée pour confirmer I’intervention du
systtme immunitaire : des souris BALB/c furent injectées par un mélange
constitué par les cellules du mélanome murin B16F10 associées aux toxines B
CT26 traitées de Clostridium difficile. Le résultat obtenu fut I’immunisation
spécifique et durable des souris contre le mélanome, confirmant I’implication du

systétme immunitaire dans I’oncolyse médiée par les bactéries [38, 144].

Les bactéries et adjuvants bactériens ont prouvé leur capacité a stimuler le

systéeme immunitaire des patients porteurs de cancers [145-147] et a amplifier la
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réaction immune anti-tumorale [54, 143, 148]. La réplication bactérienne, la lyse
des cellules néoplasiques, la libération d’antigénes tumoraux et de cytokines, et
I’inflammation provoquée au niveau tumoral recrutent les cellules
immunocompétentes et induisent un infiltrat important de celles-ci dans le tissu
tumoral. Ceci a pour conséquence une augmentation de la destruction
néoplasique par I’effet oncolytique propre des cellules immunitaires [4] et par
un freinage des mécanismes d’échappement immunitaire néoplasiques [38]. Les
cellules immunitaires impliquées dans cette réaction sont nombreuses, et
incluent les lymphocytes T CD4 et T CDS8, les lymphocytes NK (Natural
Killers), les neutrophiles et les cellules dendritiques [149].

Les bactéries, telles que Clostridium novyi-NT, induisent ce phénomene
de recrutement immunitaire par la réponse inflammatoire importante qu’elles
provoquent au niveau tumoral, impliquant des cytokines pro-inflammatoires
diverses telles que D’interleukine-6 (IL6), le Granulocyte-Colony Stimulating
Factor (G-CSF), la Macrophage Inflammatory Protein 2 (MIP-2), le Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP-1). Cela conduit a une réponse
immunitaire adaptative générant une immunité anti-tumorale durable [38, 141,

142].

Les bactéries gram négatif telles que Salmonella induisent la libération
importante de Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a) du fait de I’expression a leur
surface du lipopolysaccharide (LPS) hautement immunogene, initiant ainsi une
cascade de réactions médiées par diverses cytokines se terminant par la
destruction des cellules néoplasiques [20, 150]. Dans le cadre de ce processus,
deux voies de signalisation immunitaire liées aux bactéries sont activées :

Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP) et Damage-Associated
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Molecular Pattern (DAMP), et promeuvent la maturation des cellules
présentatrices. Ces derni€res, en association avec des cytokines, stimulent
I’activation des LT CD4 et LT CD8 [3, 4] pour une action immunitaire
spécifique envers les cellules néoplasiques [38, 151, 152]. Les LT CD4 ainsi
activés entrainent la mort des cellules tumorales par le phénomene de la mort
cellulaire immunogénique (Immunogenic Cell Death) [38, 153-155]. Les LT
CD4 avec les macrophages sont également responsables d’une libération
importante d’interféron-y (INF-y) [4], qui permet le recrutement des cellules NK

vers le foyer tumoral [143, 156].

Un autre mécanisme dirigeant 1’activité immunitaire vers la tumeur, est
I’expression des antigénes bactériens par les cellules tumorales infectées. Ainsi,
les cellules tumorales colonisées par Salmonella Typhimurium présentent les
antigénes de la bactérie, ce qui en fait la cible des lymphocytes T spécifiquement
dirigés contre Salmonella. Cette propriété des cellules néoplasiques a signaler
leur état « infecté » peut étre exploitée afin de générer une régression tumorale
complete [157] : Une immunisation préalable des souris porteuses de tumeurs
contre Salmonella permet d’augmenter 1’effet anti-tumoral de I’injection de la
bactérie ; le taux de rémission compléte passe de 20% a 50% a I’adjonction de la

vaccination [157].

L’intervention du systéme immunitaire permet d’optimiser 1’activité
bactérienne anti-tumorale locale [4, 94, 158-160]. Elle permet également
d’obtenir une activité anti-tumorale a distance : I’immunité ainsi stimulée pourra
agir sur les tumeurs situées a distance, des métastases en I’occurrence, non

colonisées par la bactérie [38].
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Certains agents adjuvants immunostimulants tels que la curcumine et le
diguanylate cyclique peuvent en principe améliorer cette optimisation [38, 151,

152].
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IV. APPROCHE THERAPEUTIQUE
ANTINEOPLASIQUE :

A. La thérapie antinéoplasique a Dére  pré-
bactériothérapique :
1. Thérapie antinéoplasique conventionnelle :

La chirurgie présente les meilleures qualités en termes de cytoréduction,
lorsque I’état du patient le permet en I’absence de métastases. Les progres
techniques et technologiques permettent une chirurgie plus conservatrice et

moins invasive que jamais, profitant a la qualité de vie post-opératoire [8].

La radiothérapie constitue un traitement local, tout comme la chirurgie,
mais reste limitée par la radiorésistance tumorale et les dommages infligés aux

tissus normaux adjacents [8].

Le caractére spatialement limité de ces approches thérapeutiques, bien
qu’avantageux dans les formes localisées, implique I’inefficacité dans les formes
disséminées métastatiques. Ces situations imposent un traitement systémique tel

que la chimiothérapie ou I’'immunothérapie [8].

Le principe de la chimiothérapie est basé sur le caractere rapidement
prolifératif du tissu néoplasique. De ce fait, les cellules épithéliales du tractus
digestif et les progéniteurs hématopoiétiques possédant un cycle cellulaire plus
rapide que celui tumoral, présentent une vulnérabilit¢ importante aux agents
chimiothérapiques. La destruction provoquée a leur niveau nuit a la qualité de

vie et, surtout, impose la limitation des doses administrées [8].
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2. Thérapies ciblées : Molecular Targeted Therapies

Dans 'optique de la réduction des effets indésirables secondaires a la
destruction des cellules saines causé€e par des thérapeutiques conventionnelles
peu spécifiques, se fit I’orientation vers des approches ciblant les spécificités
moléculaires des cellules néoplasiques [161-163]. Différents types d’agents ont

¢té utilisés a cet effet [8]:

e Composés moléculaires de petite taille inhibiteurs d’enzymes a activité
associée a la malignité, tels que I'/matinib [164] approuvé pour le
traitement de la leucémie myéloide chronique, ou le Lapatinib
approuve pour le ciblage du Human Epidermal growth factor Receptor
2 (HER2), protéine dont la surexpression joue un role dans le
développement et la progression de certaines formes agressives de

cancer du sein [8, 165].

e Anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines membranaires
régulant la prolifération cellulaire peuvent étre utilisés pour inhiber les
signaux de croissance ou induire la cytotoxicité. Le Trastuzumab
[166], dirigé contre la protéine HER2 est utilis¢é dans les formes
métastatiques de cancer du sein exprimant cette protéine. Le Rituximab
[167] est utilisé chez les patients porteurs de lymphome folliculaire. Le
Cetuximab [168] et le Panitumumab sont utilisés dans les formes

métastatiques de cancer colorectal [169].

e Small Interfering RNA (SiRNA) — qui permettent I’inhibition de

I’expression de génes par dégradation de I’ARN messager apres la
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transcription — pourraient étre utilisés, mais les vecteurs nécessaires

n’ont pas encore vu le jour [170].

e Peptides perméables [171] causant I’apoptose, la sénescence et I’arrét

du cycle cellulaire [8].

Un autre concept de traitement spécifique consiste en la vaccination
antinéoplasique par I’administration d’oncoantigénes stimulant le systeme
immunitaire de ’hote [172-174]. Les résultats sont peu probants jusqu’a présent,

mais de nombreux essais cliniques sont toujours en cours a travers le monde [8].

Malgré les progres effectués en thérapie spécifique, 1’hétérogénéité des
cellules néoplasiques représente toujours un obstacle face a la cytoréduction

complete [8].

3. Vecteurs inertes de thérapie anticancéreuse : Drug

delivery systems for cancer therapy

En thérapie classique, la drogue administrée par voie générale est
rapidement métabolisée par le foie puis éliminée par le rein, exposant le tissu
tumoral & de trop faibles doses sur une durée insuffisante, tout en exposant le
tissu normal a des doses trop importantes sur une durée trop longue. Une
thérapie efficace devrait maintenir une concentration suffisante sur une durée
prolongée au niveau tumoral, en limitant au maximum la dose et la durée

d’exposition du tissu normal [§].

Un des systémes de d’acheminement (drug delivery system) repose sur les
macromolécules dont la taille inférieure a 100 nm doit permettre 1’extravasation

a partir du systéme sanguin vers le tissu tumoral [175].
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Un systéme d’acheminement efficace malgré 1’hétérogénéité tumorale

reste cependant a développer [8].

Un autre obstacle a la cytoréduction complete est la présence de zones

d’anaérobiose au niveau des tumeurs solides [8].

4. Mise a profit de I’hypoxie tumorale :

Les conditions anaérobiques présentant un obstacle majeur a la
thérapeutique disponible, elles furent rapidement le centre d’intérét de multiples
¢tudes visant a explorer les possibilités thérapeutiques potentielles qu’elles
pourraient offrir. Ainsi naquit, entre autres [176, 177], I'idée du ciblage

spécifique de ces zones par le biais d’agents bactériens [8].

5. Cellules souches tumorales :

Le concept de I’existence de cellules souches tumorales qui seraient a
I’origine des populations cellulaires hétérogénes, est un concept récent qui
suggére que la destruction de celles-ci serait suffisante pour obtenir la guérison
[8].

Dans ce sens, des efforts ont été déployés afin de cibler spécifiquement ce
contingent cellulaire au niveau moléculaire. Cela dit, la faisabilit¢ d’un tel
ciblage est encore douteuse : la spécificité moléculaire permet-elle réellement de
discriminer entre cellules souches tumorales et cellules souches normales ? Le

concept est-il applicable a tout type de cancer [8] ?
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B. Stratégies conceptionnelles bactério-oncolytiques :

Les bactéries constituent un agent anti-tumoral puissant du fait de leur
capacité de ciblage tumoral spécifique, leur pouvoir oncolytique, et leur

potentiel en tant que vecteurs géniques [4].

1. Ameélioration de la tolérance :

L’une des premicres qualités que devrait présenter une bactérie destinée a
la thérapeutique anti-tumorale est la pathogénicité minimale envers 1’hdte [3].
Cependant, il est rare qu’une souche entiérement non pathogene puisse produire
un effet oncolytique quelconque. Certaines permettent une colonisation tumorale
spécifique, mais n’engendrent aucun effet anti-tumoral, par opposition & nombre
de souches pathogeénes. Celles-ci puisent leur pouvoir oncolytique dans leurs
capacités pathogenes. Cependant, la toxicité produite va le plus souvent au-dela
de ce qui peut étre toléré par un organisme vivant, induisant fréquemment le
déces malgré le contrdle tumoral réalisé. Cela va donc a I’encontre du but
recherché par la bactériothérapie oncolytique, qui n’est pas tant de détruire la
tumeur a tout prix, mais d’améliorer la survie des patients autant que possible.
Un exemple de cette situation est celui de Clostridium novyi et de Clostridium
sordellii qui, malgré la colonisation tumorale optimale et la destruction qu’ils y
engendrent, provoquent le déceés de toutes les souris traitées dans les 16 a 18h
suivant I’injection, probablement du fait de toxines létales libérées par les
bactéries [91, 178-182]. Un autre mécanisme responsable de toxicité souvent
1étale est le syndrome de lyse secondaire a la destruction extensive de la tumeur

par les germes [9].
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Cette situation montre clairement la dépendance de [I’efficacité
antinéoplasique envers la pathogénicité bactérienne, et cristallise le dilemme
entre les deux faits. Une réduction de la toxicité est nécessaire pour 1’obtention
de souches tolérables, mais une réduction trop importante ou mal conduite lese

I’efficacité antinéoplasique.

e Utilisation de souches naturellement non-pathogénes :

Une des approches conduites pour résoudre le probléme fut le screening
pour des souches non pathogénes qui permettraient la colonisation tumorale

spécifique et qui possederaient éventuellement une activité anti-néoplasique.

Parmi celles-ci, la souche M-55 du Clostridium sporogenes, dont la non-
pathogénicité fut initialement mise en évidence par Mose et Mdse qui font
preuve d’une grande confiance en leur trouvaille doublée d’un grand zéle, qui
les pousse a s’administrer a eux-mémes les spores du germe a des doses
comprises entre 10° et 10'° CFU (Colony Forming Units) afin de prouver son
inoffensivité [9, 44]. Ce résultat fut ultérieurement confirmé par des expériences
conduites sur I’Homme par I’administration de doses similaires, qui ne
révélerent aucun effet indésirable mise a part, dans certains cas, une fébricule

inconséquente [9, 44].

Aussi fut-il démontré que bien que les formes végétatives des bactéries
soient toxiques lorsqu’administrées par voie veineuse, les formes sporulées sont
inoffensives pour les animaux normaux. Ainsi, I’administration intraveineuse de

quantit¢ importantes de spores de Clostridium novyi et de Clostridium sordellii
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atteignant 10° CFU chez des souris normales n’engendre aucun effet secondaire

notable [91].

Une autre bactérie naturellement non-pathogeéne possédant des propriétés
de ciblage tumoral spécifique est le Bifidobacterium. Connu comme tel et utilisé
depuis des années en tant que probiotique et pour la fermentation des produits
laitiers, son inoffensivité a été prouvée par diverses études conduites sur
I’animal, notamment la souris et le macaque crabier [8]. Des tests
anaphylactiques ont également €été conduits chez les cochons d’inde, réputés
pour leur haute sensibilité aux antigénes, et n’ont montré aucun effet secondaire
sérieux (Tableau IV). En effet, la faible induction de production de cytokines
pro-inflammatoires par les différentes souches de Bifidobacterium a été
rapportée initialement pour I’[L-12 (Interleukine 12) et le TNF-a (Tumor
Necrosis Factor a) [183], puis confirmée pour d’autres cytokines lors d’une
¢tude comparative entre Bifidobacterium et Escherichia coli (Figure 13),

démontrant I’incapacité de la bactérie a induire la septicémie [8].
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OVA : Ovalbumine.
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Tableau IV

dministration de Bifidobacterium longum [8].
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e-CD : Escherichia coli cytosine déaminase.

B. longum : Bifidobacterium longum.
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C57BL/6 mice injected i.v. with cytosine |blood of mice injected with B. longum/e-CD;

deaminase of Escherichia coli (e-CD)-transformed | dotted bars, blood of mice injected with non-
Bifidobacterium longum (B. longum/e-CD) or | pathogenic E. coli; open bars, normal blood. IFN,
non-pathogenic E. coli (control). Cytokines were |interferon; IL, interleukin; ND, not detected.

Figure 13 : Production de cytokines inflammatoires chez la souris
apres injection de Bifidobacterium longum et d’ Escherichia coli

non pathogene [8].
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e Inactivation par la chaleur :

La technique initialement utilisée pour limiter 1’effet toxique des souches
pathogenes fut I’inactivation par la chaleur, utilisée notamment par Coley lors de
ses premicres expérimentations avec Streptococcus pyogenes [9, 34]. Par la
suite, le développement du champ du génie génétique a ouvert la voie a d’autres

approches plus pointilleuses.

e Altération du lipopolysaccharide (LPS) immunogéne :

L’administration des souches sauvages de bactéries a gram négatif est
problématique du fait de leur tendance a I’induction de choc septique médié par
TNF-a [20, 184, 185], dont la production importante est conséquence de
I’expression a la surface de ces germes d’un lipopolysaccharide (LPS)
hautement immunogeéne [9] impliqué dans les capacités de colonisation et
d’infection [3]. La forte mortalité de ces bactéries liée au LPS est bien illustrée
par I’administration intraveineuse d’Escherichia Coli Nissen 1917, pourtant non
pathogene, qui conduit au décés de 40% des souris traitées [104]. Des
modifications génétiques spécifiques basées sur I’inactivation du géne msbB
— responsable de la myristoylation du lipide A [186] — ont permis de réduire
grandement la capacité d’induction de TNF-a de Salmonella et d’Escherichia

coli (Figure 14) [9, 20].
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Structures of gram-negative bacterial LPS grown in vitro. LPS is a conjugate of
3-hydroxy fatty acids with a glucosamine disaccharide bearing diametrically-placed
phosphate residues. R1 to R4 represent the 11-carbon portion of myristoyl acid (C14:0).
In Salmonella, R5, R6 and R7 represent the 11-, 13- and 15-carbon portion of lauric
(C12:0), myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) acids, respectively. The hexa-acylated
LPS containing 12-14 carbons in each chain is a potent activator of human TLR4.
Deviations from this structure is not recognized by the human immune system. In
S. Typhimurium (AmsbB, VNP20009), LPS lacks the acyl chain (R6).

Figure 14 : Structure du LPS sauvage et du LPS de Salmonella
Typhimurium VNP20009 AmsbB (msbB-). Ce dernier se

différencie du premier par la perte de la chaine acyle R6 [3].
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L’opération conduite sur Escherichia coli résulte en une mutation stable
inconditionnelle, permettant une induction de TNF-a 10 fois plus faible pour
I’utilisation de bactéries entieres, 10 000 fois plus faible pour I'utilisation du

lipopolysaccharide purifié [20, 187, 188].

L’inactivation du gene msbB chez Salmonella entraine un profil toxique
similaire [20, 189]. Cependant, la souche résultante présente des anomalies de
croissance mises en évidence dans certaines conditions in vitro, anomalies non
retrouvées chez Escherichia coli [20, 190]. D’autre part, des mutations
secondaires surviennent fréquemment — notamment chez la souche VNP20009
[3] — induisant une inactivation partielle du phénotype msbB-, et donc en une
réversion vers des souches plus toxiques [20, 191]. L’adjonction ciblée de loci

supplémentaires altérés permet d’empécher la survenue de ce phénomene [3].

Des dosages de TNF-a ont été réalisés chez la souris et le porc 1.5 heures
aprés ’administration de Salmonella msbB- et de Salmonella msbB+. Les
résultats montrent clairement la faible induction de TNF-a par la souche msbB-,
ne dépassant pas 33% des taux produits par la souche sauvage chez la souris, et

14% des taux produits par celle-ci chez le porc (Tableau V) [20].
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Tableau V : Induction de TNF-a par Salmonella msbB+ et msbB-

chez la souris et le porc [20].

Table 1. TNF« induction by live Salmonella®

Host Salmonella strain

Mouse Wild-type (msbB+)
YS8211 (msbB-)

Pig Wild-type (msbB+)
YS1629 (msbB-)

TNFa (pg/mL serum)* p

2122 (+632)
691 (+196) 0-0072
3494 (+2499)
493 (+300) 0-0067

*Circulating TNFa concentrations were measured 1-5 h after intravenous injection of

bacteria.

p : Probabilité d’erreur.
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Cette réduction d’induction de TNF-a s’accompagne d’une diminution de

la virulence démontrée in vivo. L’administration intra-péritonéale de 2.10" CFU
de Salmonella msbB- chez les souris n’induit qu’une mortalité négligeable avec
survie de toutes les souris au-dela de 28 jours, alors que I’injection de 2.10 CFU
de la souche sauvage suffit a provoquer le décés. De fagon similaire, I’injection
de Salmonella msbB- au niveau de la veine de I’oreille du porc n’induit pas de
mortalité avec survie des cobayes plus de 28 jours, contre une létalité¢ de 90% a

5 jours pour la souche sauvage [20].

Malgré la réduction importante de la toxicité des souches msbB-, celles-ci
retiennent parfaitement leurs capacités anti-tumorales. L’administration de 10’
CFU de Salmonella msbB- chez la souris porteuse de mélanome B16F10 conduit
au bout de 5 jours & une colonisation tumorale a hauteur de 10° 2 10° CFU/g de
tissu avec un ratio tumeur pour foie de 1000:1 a 2000:1, associée a une
inhibition de la croissance tumorale de 94 a 96% a 18 jours par rapport a la
tumeur de contréle (Figure 15), ce qui rejoint les chiffres obtenus par

I’utilisation des souches msbB+ [20].

L’une des souches msbB-, la VNP20009, est en cours d’étude dans le
cadre d’essais cliniques phase 1 [3, 192-194], avec des premiers rapports
montrant une dose tolérée de 3.10° CFU/m” et un ciblage tumoral spécifique

chez certains patients [20, 139, 192].
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Tumour growth retardation of subcutaneously implanted
B16F10 melanomas in C57B6 mice by msbB- Salmonella. Mice received
either no bacteria or msbB- strains YS8211 or YS1629.

Figure 15 : Inhibition de la croissance tumorale par les souches

msbB- chez la souris [20].
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e Production de souches auxotrophes :

La modification génétique de Salmonella Typhimurium par délétion du
gene purl, obtenue par stimulation de la mutagénese par nitrosoguanidine puis
par isolation [186], produit une souche auxotrophe nécessiteuse d’un apport
exogene d’adénine pour sa survie [9]. Le caractere auxotrophe fragilise la
bactérie en général et la rend plus susceptible a I’action du systéme immunitaire
de I’hote [186]. D’autre part, purines, pyrimidines et acides aminés sont
disponibles en quantités abondantes au niveau des tissus tumoraux siege de
multiplication cellulaire active et de zones nécrotiques, constituant un réservoir
adéquat pour les bactéries auxotrophes [186]. Cette altération a ainsi permis la
réduction de la virulence mise en évidence sur modéle murin, tout en maintenant

la spécificité du ciblage et la prolifération intra-tumorale [186].

e Altération de génes nécessaires a la survie :

Une autre stratégie consiste en 1’inhibition de génes essentiels a la survie
de la bactérie dans certains milieux. Le régulon PhoP est nécessaire a
Salmonella Typhimurium quant a sa pathogénicité et sa survie dans les
macrophages [65, 195, 196]. 1l est composé des genes régulateurs phoP — codant
pour un régulateur transcriptionnel — et phoQ — codant pour un capteur
d’environnement — et des geénes régulés par ceux-ci : pagC et pagD codant pour
des protéines nécessaires a la survie dans les macrophages, prgH codant pour
une protéine permettant I’invasion des cellules épithéliales, et d’autres : phoN,
prgA-D... [65, 195, 197-199]. Des mutations a hauteur de phoP, phoQ, pagC,

pagD ou prgH réduisent la virulence de Salmonella Typhimurium chez les souris
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BALB/c [65, 195, 197]. Des souches mutantes pour phoP, phoQ, pagC, pagD
présentent une survie réduite en milieu de culture de macrophages [195]. La
mutation constitutive de phoP, responsable du phénotype PhoP®, réduit
grandement la virulence de la bactérie ainsi que sa capacit¢ de survie a
I’intérieur des macrophages [65, 199]. L’association d’une mutation de prgH a
celle de phoP produit une souche encore moins virulente [65]. Une des souches

de Salmonella Typhimurium déficiente en pho est la souche LH430 [3].

Cependant, la mutation des génes régulateurs présente 1’inconvénient
d’ouvrir la voie a une possible mutation des facteurs de virulence vers une forme
non régulée. Ainsi, la délétion des genes de virulence eux-mémes serait plus

stire [65].

e Altération des facteurs de virulence :

Salmonella Typhimurium posséde de nombreux facteurs de virulence dont
des systéemes de sécrétion de type I1I situés en Sa/monella Pathogenicity Island 1
(SPI1) et en Salmomella Pathogenicity Island 2 (SPI2) [79, 80, 83-87].
L’inactivation de SPI1 réduit la capacité d’invasion de 100 fois in vitro, tout en
maintenant les capacités d’inhibition de la croissance tumorale in vivo. Par
contre, I’inactivation de SPI2 conduit & une réduction de la multiplication
bactérienne intra-tumorale avec disparition de [I’effet anti-tumoral [20].
L’inefficacité anti-néoplasique des souches SPI2- ne semble pas découler de
I’augmentation de leur susceptibilit¢ a 1’action du systéme immunitaire ;
I’administration de souches SPI2- chez des souris a macrophages et a

neutrophiles déficients ne produit pas d’effet sur la croissance tumorale [20].
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Cependant, les mécanismes exacts restent inconnus, tout autant que ceux

impliqués dans I’effet anti-tumoral de Salmonella [20].

Le Clostridium novyi produit une colonisation tumorale importante et
sélective et une oncolyse remarquable. Cela dit, il est responsable d’une haute
toxicité, induisant le déces de plus du tiers des souris traitées [91]. Le gene
codant pour la toxine létale a est localisé sur un phage et a pu, par conséquent,
étre ¢liminé par simple chauffage, produisant ainsi une souche non

pathogene dénommée le Clostridium novyi-NT (Figure 16) [9, 142, 200].
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Elimination of the lethal toxin gene from C. novyi. Following heat
shock, PCR was performed on DNA from colonies to identify those which had
lost the lethal toxin gene on the phage episome. Agarose gel electrophoresis
of the PCR products with two independent primer sets (ToxA and ToxB) shows
results from a C. novyi clone (C. novyi-NT) that had lost the gene and another
clone (indicated as "’C. novyi"') thatretained the gene. Controls were provided
by primer sets (PIcA and PIcB) specific for the C. novyi phospholipase C gene
demonstrating the integrity of the DNA templates in all reactions.

C. : Clostridium.

Figure 16 : Electrophorese des produits de PCR montrant

I’¢limination du geéne de la toxine 1étale de Clostridium novyi [91].
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2. Voies d’administration :

La voie d’administration influe la colonisation tumorale par les bactéries

[4, 201] et I’'importance de la toxicité induite [38, 202].

L’administration intra-tumorale de Salmonella est plus efficace que
I’administration par voie veineuse [38, 141, 203]. En effet la voie systémique
nécessite 1’administration de quantités importantes de bactéries pour que seule
une fraction de celles-ci arrive réellement au niveau néoplasique [38, 204],
augmentant ainsi le risque de survenue d’effets indésirables notamment chez les
étres a volume sanguin conséquent dont I’Homme [38]. Par opposition, la voie
intra-tumorale permet de délivrer directement les bactéries au niveau
néoplasique. L’administration intra-péritonéale conduit a une colonisation
tumorale moins importante que celle induite par la voie intraveineuse [201].
Cette derniere permet une diffusion systémique des bactéries, et donc le ciblage
de tumeurs a localisations multiples. Cependant, I’administration intra-tumorale
a également permis la colonisation de tumeurs situées a distance de celles
traitées [4, 94]. Enfin, ’administration orale réduit la toxicité tout en maintenant
un effet anti-tumoral [4, 202], bien qu’une dose de germes supérieures soit
nécessaire pour 1’obtention d’une efficacit¢ ¢gale a celle obtenue par

I’administration systémique [202].

Aucune différence majeure en termes de concentrations bactériennes
intra-tumorales n’a cependant ét¢ notée pour I’administration de la méme dose
de bactéries selon les différentes voies (Figure 17) [104]. Une augmentation
minime de la présence bactérienne dans le foie et la rate a été rapportée pour la
voie veineuse [104]. L’administration intra-péritonéale est responsable d’une

toxicité supérieure [202], et a provoqué le décés de 2 des 5 souris traitées par
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Escherichia coli Nissle 1917, probablement du fait d’un choc septique induit par

le lipopolysaccharide (LPS) du germe [104].
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EcN (5% 10° CFU) were injected into
4T1 tumor-bearing BALB/c mice via i.v., 1.p., or i.t. admin-
istration. Three days p.1. bacterial load in tumors, livers, and
spleens was determined. *indicates that two out of five mice
died after i.p. injection (those are not included in the chart).

i.v. : administration intraveineuse. i.t. - administration intra-tumorale.

i.p. : administration intra-péritonéale. EcN : Escherichia coli Nissen 1917.

Figure 17 : Colonisation des différents tissus suite a
I’administration d’ Escherichia coli Nissle 1917 par différentes

voies [104].
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3. Oncolyse bactérienne directe :

Suite aux premieres observations évoquant Il'effet anti-tumoral de
lI'infection bactérienne, les premicres tentatives thérapeutiques utilisant les
bactéries visérent a reproduire un tel effet de fagon contrélée. Cela commence
par W. Busch qui tente de contaminer ses patients par l'agent causal de
'érysipele, inconnu a 1'époque, par le contact avec la literie contaminée des
patients atteints de l'infection. Il arrive a obtenir l'oncolyse tumorale, mais au
prix d'une toxicité¢ létale. Par la suite, les agents infectieux seront injectés
directement aux patients, d'abord vivants [21] puis atténués pour diminuer les
effets toxiques. Les résultats obtenus furent qualitativement variables, et bien

que prometteurs, furent dans l'ensemble plutot décevants.

L’injection intra-tumorale des spores de Clostridium histolyticum chez la
souris porteuse de sarcomes implantés et de cancers avancés produit I’oncolyse
et le contréle tumoral avec régression de la masse néoplasique [1, 2, 9, 20, 42,
45]. Cependant, la toxicité importante accompagnant 1’oncolyse clostridienne

engendre le déces de la majorité des animaux traités [20, 44, 46-50].

Le Clostridium butyricum M-55 non pathogeéne produit une lyse extensive
des carcinomes d’Ehrlich entre autres cancers transplantés chez la souris, le rat
et le lapin aprés inoculation intraveineuse [9, 47, 205], mais avec une
persistance tissulaire périphérique tumorale mise histologiquement en évidence
[20]. Cependant, I’oncolyse extensive engendrée conduit dans la presque totalité

des cas au décés des animaux traités [20, 47].

La méme bactérie administrée par voie veineuse a des patients porteurs de

tumeurs malignes avancées — carcinome sinusien, mélanome, leiomyosarcome
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abdominal, nodules neuro-sarcomateux, carcinome ¢pidermoide du sinus
ethmoidal — produit une lyse tumorale, mais ne conduit a I’amélioration clinique

que chez un seul patient, sans aucune réponse complete retrouvée [38, 44].

Une approche visant a améliorer I’effet oncolytique de Clostridium
oncolyticum M-55 fut la réduction de la concentration en oxygene de lair
respiré par I’animal porteur de la tumeur a 11-12%. Les résultats montreérent une
oncolyse microscopiquement complete, ainsi qu’une guérison compléte dans
30% des cas [206]. L’utilisation clinique de ces stratégies n’a cependant pas

produit les résultats escomptés [9].

L’injection de Clostridium butyricum M-55 par voie carotidienne chez 49
patients conduit a la liquéfaction quasi-totale de glioblastomes et a la
constitution d’abces cérébraux nécessitant 1’intervention chirurgicale, et ce au
bout d’une semaine apreés 1’administration. Aucune amélioration des taux de

récurrence et de survie ne fut relevée [9, 38, 115, 207].

Clostridium novyi et Clostridium sordellii ont montré un effet oncolytique
important, avec une spécificité importante de la colonisation envers le tissu
néoplasique, et une excellente diffusion intra-tumorale lors de leur
administration intraveineuse chez des souris porteuses de cancer du colon
HCT116 et de mélanome B16 implantés en sous-cutané [91]. Cependant, 1’effet
anti-tumoral notable s’est vu grevé par I’importante toxicité secondaire a la
production de la toxine o responsable du déces de plus d’un tiers des souris

testées dans les 16 a 18 heures suivant I’administration des spores [9].

L’administration du Clostridium novyi-NT, souche atténuée du

Clostridium novyi, engendre une oncolyse et un freinage de la croissance
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tumorale. Mais I’utilisation de celui-ci seul ne produit pas de contrdle tumoral

satisfaisant [9, 142, 200].

Dans une autre ¢étude, 1’administration systémique de spores de
Clostridium novyi-NT produit une germination exclusive a hauteur des régions
tumorales hypoxiques, conduisant a la guérison chez 30% des souris traitées,
malgré la persistance initiale de la périphérie tumorale mieux oxygénée. Le
mécanisme de 1’oncolyse implique D’intervention du systéme immunitaire,
prouvée par I’immunisation développée envers la tumeur suite au traitement. La
réponse immunitaire induite par le Clostridium novyi-NT associée a son effet
oncolytique propre pourrait permettre la destruction de tumeurs volumineuses.

Des essais cliniques concernant cette technique sont en cours [8, 9].

Des études ultérieures ont permis 1’établissement des conditions optimales
a Poncolyse clostridienne : un volume tumoral de 3 cm” correspondant & 2g de
tissu tumoral, une dose administrée de spores située entre 10° et 10° CFU, et la

voie d’administration intraveineuse ou intra-tumorale [9, 46, 49, 50, 208].

Au cours des études concernant le genre Clostridium, malgré 1I’importante
oncolyse, la guérison apres injection unique a été difficile a obtenir. Encore plus,
I’oncolyse extensive a été le plus souvent mal tolérée et a conduit au déces de la
majorit¢ des animaux [9]. D’autre part, des différences importantes ont été
notées quant a la qualité de la réponse entre les différents modéles animaux : les
tumeurs de la souris apparaissant plus susceptibles que celles du rat et du lapin

[46, 48-50, 208].
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Les souches atténuées de Salmonella ont permis de retarder la croissance

de nombreuses tumeurs humaines et murines implantées chez la souris, une
inhibition perdurant de longues périodes, allant jusqu’a plusieurs semaines apres

le déces des souris de contrdle n’ayant pas bénéfici¢ du traitement [20].

En 1997, Pawelek démontre pour la premiere fois le potentiel en thérapie
anticancéreuse de la souche atténuée de Salmonella typhimurium par délétion de
gene msbB et purl (VNP20009) : I’administration de la bactérie chez la souris
porteuse de mélanome permet la colonisation tumorale préférentielle [186]. En
outre, L’activité anti-tumorale inhérente a la souche a été démontrée sur de

nombreux mod¢les tumoraux [9].

Salmonella msbB-, conduit a la colonisation tumorale spécifique associée
a une inhibition de la croissance tumorale similaire a celle obtenue par
I’utilisation des souches msbB+, malgré la réduction importante de Ila

toxicité des souches msbB- par modification du lipide A [20].

Salmonella  VNP20009 administrée par voie systémique a permis
I’inhibition de la croissance de mélanomes murins B16F10 implantés en sous-
cutané, ainsi que de tumeurs humaines greffées [209], et a également permis
I’inhibition de métastases de cancer pulmonaire et de micro-métastases de

mélanome chez la souris [20, 209].

L’administration intra-tumorale a aussi démontré son efficacité,
Salmonella typhimurium atténuée induisant une régression tumorale complete

des mélanomes B16F10, avec absence de récurrence dans 60% des cas [54,

157].
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L’injection de souches auxotrophes de Salmonella, telles que Salmonella
Typhimurium Al qui nécessite I’apport de leucine et d’arginine [9, 117], chez la
souris conduit & une réplication préférentielle au niveau tumoral aboutissant a un
ratio tissu tumoral pour tissu sain allant de 250:1 a 1000:1 [20, 186],
accompagnée d’une régression tumorale [9, 117] ou d’une inhibition de la

croissance persistant pendant plusieurs semaines [4].

Salmonella choleraesuis atténuée produit une colonisation préférentielle
du tissu tumoral et une multiplication a son niveau résultant en des ratios
dépassant 1000-10000:1 par rapport au tissus normaux [9, 210], et permet de
retarder la croissance néoplasique et d’améliorer la survie des souris porteuses

de tumeurs sous-cutanées et de métastases expérimentales [9].

Bifidobacterium adolescentis a montré sa capacité a prévenir 1’apparition
et le développement de carcinomes colorectaux, et a produire 1’apoptose

tumorale in vivo sur modele animal [9, 211].

L’injection intra-tumorale du vaccin vivant atténué de la tularémie conduit
a une réduction de la croissance tumorale, allant dans certains cas jusqu’a la
destruction totale de la tumeur [28, 212]. Le mécanisme d’action semble passer
par la réduction de I’activité du cytochrome P450, impliqué dans I’activation de
promutagenes et dans la réparation de I’ADN [28, 212]. Aussi les vaccins
vivants atténués de Francisella tularensis et de Bacillus anthracis prolongent le
temps de latence moyen des tumeurs chimiquement induites chez les rongeurs

de laboratoire [5, 28], et ralentissent la croissance de tumeurs transplantées [28].
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Cependant, [’utilisation des bactéries anaérobies comme traitement
oncolytique présente des résultats décevants dus a un probléme récurrent ; les
anaérobies colonisant facilement les zones nécrosées et peu oxygénées des
tumeurs, les régions périphériques les plus vascularisées se voient €pargnées.
Celles-ci limitent grandement ’efficacité thérapeutique et sont responsables de
recroissance et de récidives [4, 8, 9, 38, 139, 206, 213]. L’amélioration de
I’oncolyse bactérienne passerait donc par I’amélioration de la diffusion
bactérienne intra-tumorale, par inhibition de la périphérie tumorale viable ou par

optimisation du microenvironnement néoplasique [4].

Ainsi, des solutions furent envisagées et explorées; 1’utilisation
concomitante d’une thérapeutique efficace sur les zones vascularisées, a savoir
les thérapeutiques anticancéreuses classiques, mais aussi le génie génétique pour
la modification des bactéries [38] permettant 1’expression de cytotoxines,
I’activation de prodrogues, leur utilisation en tant que vecteurs de thérapie
génique, ou comme vecteurs d’effecteurs immunitaires, d’antigénes ou de

facteurs de contréle de croissance cellulaire [3]...
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4. Thérapie combin¢e :

L’association de deux thérapeutiques anticancéreuses ciblant des
populations cellulaires différentes conduit le plus souvent a une additivité de
I’effet anti-tumoral et a une amélioration de 1’index thérapeutique [20]. De la
naquit I’idée de la thérapie combinée associant bactéries oncolytiques, ciblant
les régions tumorales hypoxiques, et thérapie anticancéreuse classique [9, 213-
216], plus a méme de détruire les cellules oxygénées (Figure 18) [9]. Dans ce
sens furent explorées différentes modalités thérapeutiques visant a améliorer le

ciblage tumoral et I’efficacité de la bactériothérapie [9, 206, 214-216].

84|Bactériothérapie Oncolytique



IV. APPROCHE THERAPEUTIQUE ANTINEOPLASIQUE :
B. Stratégies conceptionnelles bactério-oncolytiques :

1
| Ry
o _ " 5§55 1
= " B2
8 <
© b =
o &%
X e 2Rt
o 3 280
= §o
I\ 90U I
e =
) 1 g I
z .
\ E I
| [
| I
[
0 0 O  Cytotoxic agent
© [ [1 it
6 - Radiation
a L o  Hypoxic Tumor Cell
> I8
S W] 9 Proliferating Tumor Cell
\ :
e  C.novyi-NT

Schematic overview of COBALT. In tumors, blood vessels are structurally
and functionally abnormal, resulting in the development of hypoxic, quiescent
tumor areas and well-oxygenated, proliferating tumor regions. In COBALT
therapy, C. novyi-NT destroys the hypoxic and necrotic parts of the tumors,
which frequently give rise to relapse and are traditionally resistant to radiation
and cytoxic agents, while well-oxygenated tumor regions largely inaccessible
to C. novyi-NT are susceptible to conventional cytotoxic therapies.

Figure 18 : Intérét de la thérapie combinée dans le ciblage des
composantes hypoxiques et vascularisées de la tumeur, associant ici

le Clostridium novyi-NT aux traitements classiques [38].
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a) Radiofréquence :

La radiofréquence est une technique basée sur I’utilisation de courant
alternatif de moyenne fréquence pour générer une chaleur destructrice au niveau

du tissu cible.

Clostridium oncolyticum M-55 fut associé au traitement des tumeurs
solides par radiofréquence, celui-ci supposé réchauffer le tissu tumoral et
provoquer des dommages cellulaires engendrant des zones nécrotiques
favorables au développement bactérien. Ainsi furent traitées 861 souris
porteuses de 3 types de tumeurs du cou : carcinome solide d’Ehrlich, mélanome
de Harding-Passey, et fibrosarcome induit par le méthylcolanthréne. La
bactério-oncolyse fut considérablement améliorée dans tous les cas par la
radiofréquence, qui amenait la température tumorale a hauteur de 42 a 44°C [9,

214].

Des études ultérieures ont visé a établir les parametres optimaux de la
combinaison : L’adénocarcinome d’Ehrlich et le mélanome de Harding-Passey
implantés au niveau du cou de la souris furent prétraités par radiofréquence
suivie de I’administration des spores de Clostridium. L’oncolyse fut maximale
lorsque les spores furent administrées 12 heures apres la radiofréquence initiale.
La germination bactérienne a été plus rapide au niveau de I’adénocarcinome
d’Ehrlich a la croissance rapide, qu’au niveau du mélanome au développement

plus lent [9, 206, 215, 216].

Une étude datant de 1986 conduite par le Dr. Heppner, rassemblant les
résultats de 34 ans de travaux concernant 1316 gliomes, rapporte un échec de

toutes les tentatives d’éviction des récidives par adjonction de différentes
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approches thérapeutiques a la combinaison chirurgie-radiothérapie adjuvante.
Parmi les approches testées, I’administration de spores de Clostridium butyricum
M-55 par voie carotidienne chez 67 patients. Les auteurs de 1’étude concluent
tout de méme a I’optimisme — réservé — généré par I’association de 1’injection de

Clostridium a la radiofréquence post-opératoire périodique [9, 217].

L’association de la radiofréquence et de I’irradiation locale aux rayons X
a D’administration de Clostridium oncolyticum M-55 a été utilisée pour le
traitement du mélanome de Harding-Passey sur mod¢le animal. 11 en résulte un
taux de guérison obtenu de 20%, le reste des animaux décédant des suites de
récidives tumorales malgré une survie prolongée. Le retraitement par la triple
combinaison une deuxieme et une troisiéme fois améliore le taux de guérison [9,

206, 216].

b) Radiothérapie :

La radiothérapie a déja démontré son efficacité dans le traitement de
différentes tumeurs, dont les mélanomes, produisant un contrdle de la croissance
tumorale voire une rémission compléte chez une proportion conséquente des

patients traités [20, 218].

\

L’association de la radiothérapie, selon trois modes différents, a la
bactériothérapie a Clostridium novyi-NT a montré un effet additif quant a la
régression tumorale et une rémission prolongée sur différents modeles tumoraux
[200]. L’efficacit¢ de I’association est supposée due a la destruction par les
bactéries des cellules hypoxiques, nécrotiques peu sensibles a la radiothérapie,

celle-ci étant plus efficace sur celles mieux oxygénées a prolifération rapide [9].
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L’adjonction de radiothérapie a faible dose a la bactériothérapie a
Salmonella a permis la réduction du pouvoir d’échappement immunitaire
tumoral [4]. La radiothérapie a dose faible (4 Gy) seule n’induit aucun effet
significatif sur la croissance du mélanome. Cependant, elle permet d’augmenter
I’expression de surface du Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢ I (CMH I) au
niveau des cellules néoplasiques exposées [54, 219], potentialisant ainsi
I’activité immuno-dépendante de Salmonella médiée essentiellement par les LT
CDS8, ce qui conduit a un freinage significatif de la croissance tumorale [54]. La
répétition de 1’exposition aux radiations améliore d’autant plus D’effet anti-

tumoral obtenu [54].

Platt et al. explorérent ['utilit¢ de I’association de Salmonella a la
radiothérapie aux rayons-X pour le traitement de mélanomes et d’autres tumeurs
[20, 220]. Des tumeurs B16F10 implantées chez la souris furent traitées par une
irradiation par une dose unique de 5 a 15 Gy, par Salmonella ou par
I’association des deux, et la durée nécessaire a la constitution d’une tumeur de 1
gramme depuis I’implantation fut notée (Figure 19). L’irradiation seule prolonge
le temps nécessaire a la formation d’une tumeur de 1g. Salmonella seule
provoque un délai de 8 jours par rapport aux tumeurs contréles. L’association
des deux thérapeutiques résulte en un effet supra-additif, supérieur a I’effet
additif attendu, associé¢ a une amélioration de la survie (Figure 20). Des résultats
similaires furent obtenus pour le mélanome S91 de Cloudman implanté en sous-

cutané chez la souris DBA/2J [20].
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Time to 1 g tumour after subcutaneous implantation of 5 x 10°
B16F10 mouse melanoma cells into C57B6 mice followed 7 days later by
intravenous injection of YS1646. 4 days later, mice were irradiated with X-
rays at doses of 5-15 Gy. Antitumour effects expected from additive
interactions between the x-ray and Salmonella treatments (dashed line).
White circles, no Salmonella; black circles, with Salmonella.

Cercles blancs : Radiothérapie ; Cercles noirs : Radiothérapie associée a Salmonella ;

Ligne pointillée : Effet additif attendu.

Figure 19 : Impact sur la croissance tumorale de la radiothérapie

seule et associée a Salmonella [20].
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Effects of 15 Gy with and without Salmonella strain YS1646, on
the growth of B16F10 mouse melanomas after subcutaneous
implantation of 5 x 10° B16F10 cells in C57B6 mice. White squares, not
irradiated; white circles, Salmonella only; black squares, x-rays only; black
circles, Salmonella plus x-rays.

Carrés blancs : Souris de controle non traitées ; Cercles blancs : Salmonella ; Carrés

noirs : Radiothérapie ; Cercles noirs : Thérapie combinée.

Figure 20 : Impact sur la croissance tumorale de I’administration
de Salmonella seule, de I’irradiation seule, et de I’administration

des deux a la fois [20].
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¢)  Chimiothérapie :

La thérapie bactériolytique combinée COBALT (Combined Bacteriolytic
Therapy), associe la bactérie aux traitements chimiothérapiques habituels tels
que la Dolastatine-10 et la Mitomycine C. L’oncolyse induite par cette approche
est importante [4], largement supérieure a 1’activité anti-tumorale produite par
chacune des deux thérapies utilisée seule (Figure 21) [20, 91], allant jusqu’a
dépasser les seuils de tolérance des cobayes provoquant le déces par toxémie ou
par syndrome de lyse tumorale. Afin de réduire cette toxicité systémique, des
agents chimiothérapiques interagissant avec les microtubules (microtubule-
interacting chemotherapeutic agents) tels que la Vinorelbine et le Docetaxel ont
¢té utilisés. Des résultats prometteurs en découlerent, et des essais cliniques

phase I chez I’Homme sont en cours [9].

Le Clostridium novyi-NT fut utilisé dans le cadre de la stratégie COBALT
en association avec la Dolastatine-10, la Mitomycine C et le Cytoxan. Le
traitement de tumeurs coliques HCT116 implantées en sous-cutané sur des
souris nude par la Dolastatine-10 et la Mitomycine C associées au Clostridium
novyi-NT conduit & une régression tumorale franche. 7 des 8 souris traitées
présentent une régression du volume tumoral, et la moiti¢ présente la guérison
aprés seulement une administration. 4 des 5 animaux survivant a la thérapie
présentent une rémission compléte persistant pendant plus de 3 mois. En
contrepartie, le traitement des mémes tumeurs par les deux thérapeutiques
chimiothérapiques seules ne conduit qu’a un ralentissement de la croissance
tumorale, les masses atteignant 10% du poids de I’animal en 10 a 14 jours

(Figure 22). Des résultats similaires furent obtenus pour des mélanomes B16
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implantés chez des souris nudes, avec I’utilisation de Cytoxan en lieu et place de

la Mitomycine C car plus efficace sur cette tumeur [91].

92 |Bactériothérapie Oncolytique



IV. APPROCHE THERAPEUTIQUE ANTINEOPLASIQUE :
B. Stratégies conceptionnelles bactério-oncolytiques :

A
ol S G G W G S

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44

Day

g 4

=

o

> 3

5 Control

g 2 , D10 + MMC
e A A D10+ MMC + C nowi-NT
@

2

o

©

o

Quantification of the effects of COBALT. HCT116 colorectal cancer
cells were grown as xenografts in nude mice. When the tumors were ~700
mm?3 in size, the animals were injected intravenously with 5 X 107 C. novyi-NT
spores (time 0), followed by i.v. injection with D10 (0.3 mg/kg) at 24 h and i.p.
injection with MMC (4 mg/kg) at 48 h. Control groups were given no treat-
ment or treated with D10 plus MMC without spores. Each group consisted of
six to ten mice. Animals were killed when their tumors exceeded 10% of body
weight. In the experiment shown, seven of eight mice treated with a single
dose of COBALT developed a striking hemorrhagic necrosis of their tumors
within 24 h after administration of D10. Four of these seven mice were cured,
whereas three of the mice died three days after treatment, perhaps from
tumor lysis syndrome. One mouse developed less extensive necrosis and
its tumor eventually regrew. Only mice that survived treatment were used
to obtain the data plotted in the graph.

D10 : Dolastatine-10 ; MMC ; Mitomycine C ; C. : Clostridium ; i.v. : intraveineuse ; i.p. : intrapéritonéale.

Figure 21 : Quantification des effets de la stratégie COBALT sur des tumeurs
HCT116 implantées chez les souris nudes [91].
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(haut) et de la thérapie combinée (bas) apres 5 semaines [91].
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L’association de 5-Fluorouracile (5-FU), de 5-Fluorodeoxyuridine, ou de
cyclophosphamide au Clostridium permet d’améliorer la réponse oncolytique

[38, 48, 221].

L’association de cisplatine a faible dose améliore la diffusion intra-
tumorale de Salmonella choleraesuis avec une concentration tissulaire de pres
de 100 fois supérieure a celle obtenue par I’administration de la bactérie seule
[4, 94]. La combinaison retarde la croissance tumorale et améliore
significativement la survie, avec des résultats largement supérieurs a ceux
obtenus par ’usage de chacune des deux thérapeutiques seule : la combinaison
permet, pour I’hépatome murin ML-1, une réduction du volume tumoral plus
importante de 55 et 77% par rapport a ’utilisation respective de Salmonella
choleraesuis seule et de la cisplatine seule. Des résultats similaires sont obtenus
pour le carcinome pulmonaire murin de Lewis LL/2, pour lequel la combinaison
produit une réduction plus importante de 46% par rapport a ’utilisation de
Salmonella choleraesuis seule, et de 70% par rapport a celle obtenue par

I’utilisation de la cisplatine seule [94].

5. Thérapie génique par vecteurs bactériens :

Le développement de ’ADN recombinant a relancé I’intérét de la
bactériothérapie oncolytique en ouvrant la porte a I’optimisation génétique des
souches sauvages, et a I’exploration de stratégies nouvelles sublimant I’effet
anti-tumoral [9]. Le potentiel bactérien de servir en tant que systéme
d’expression protéique étant ce qu’il est [20], de ces stratégies fut la conception

de souches sécrétant diverses substances anti-tumorales comprenant des
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enzymes de conversion de prodrogues, des cytokines, et autres protéines [9],
mettant a profit la capacité bactérienne a coloniser préférentiellement le tissu
néoplasique pour une distribution thérapeutique ciblée [3]. Une troisieme
caractéristique bactérienne exploitée dans le cadre de la thérapie génique est la
capacité de transmettre I’information génétique aux cellules hotes par le biais de
plasmides [222]. Ainsi, I’insertion de plasmides contenant des génes a potentiel
thérapeutique au niveau des bactéries permet de les livrer spécifiquement aux
cellules anormales, qui vont alors exprimer ceux-ci méme apres ¢limination des

germes vecteurs [3].

En somme, la thérapie génique par vecteurs bactériens se fait selon deux
approches : la réplication bactérienne tumorale spécifique et le transfert

intracellulaire de plasmides [223].

Les premieres bactéries a étre utilisées comme vecteurs furent celles du
genre Clostridium [20]. La premiere espece de Clostridium a intégrer un gene
exotique est le Clostridium sporogenes, de son premier nom Clostridium
butyricum M-55 ou oncolyticum, et ce par les travaux de Schlechte et Elbe qui y
introduisirent le géne d’Escherichia coli codant pour la bactériocine Colicine E3
a activité oncostatique [9, 224]. Les résultats obtenus lors de ces études se sont
révélés insatisfaisants, les souches recombinantes ne semblant pas avoir I’effet
escompté. La cause fut imputée a la technique de transformation génétique basée
sur les plasmides vecteurs et I’électro-transformation qui n’était pas adaptée.
Ultérieurement, les techniques de transfert génétique furent optimisées [9, 225,

226] et permirent d’obtenir des résultats intéressants.

En général, la modification génétique des bactéries oncolytiques conduit a

une activité anti-tumorale supérieure pour nombre de tumeurs solides [9, 227].
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a)  Agents inducteurs de mort cellulaire :

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL ou TNFSF10) est une
cytokine qui provoque la mort des cellules tumorales [228]. En se liant aux
récepteurs de mort cellulaire 4 et 5 (Death Receptors 4 et 5 : DR4 et DRS), elle
active la cascade des caspases en commencant par la caspase-8 initiatrice qui
active a son tour les caspases effectrices 3, 6 et 7, conduisant ainsi a 1’apoptose.
Salmonella Typhimurium recombinante exprimant le TRAIL murin sous
contrdle du promoteur recA radio-inductible a permis la réduction de Ia

croissance de tumeurs du sein syngéniques de la souris BALB/c [3, 229].

Second Mitochhondria-derived Activator of Caspases (SMAC, aussi
appelé DIABLO) est une protéine mitochondriale dont I’effet antagoniste a
I’activité des protéines inhibitrices de 1’apoptose (Inhibitor of Apoptosis
Proteins : IAP) promeut, avec le cytochrome C, I’activation des caspases [230],
notamment la caspase 9. L’usage de Salmonella Typhimurium porteuse de
plasmides coexprimants les protéines TRAIL et DIABLO induit une inhibition
synergique de la croissance tumorale et une amélioration de la survie des souris

traitées [3, 231].

Le Fas Ligand (FasL) est une autre cytokine de la famille des Tumor
Necrosis Factors (TNF) qui, une fois fixée sur son récepteur Fas, induit
I’apoptose et la régulation du systéme immunitaire et de la croissance tumorale
[232, 233]. Le recours a Salmonella Typhimurium recombinante produisant le

FasLL — sous D’effet d’un promoteur ompC constitutif sensible aux variations
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osmolaires du milieu — conduit au freinage de la croissance de cancers du sein et

de cancers colorectaux syngéniques chez les souris BALB/c [3, 234].

b) Effecteurs Immunitaires :

Les cytokines sont peu utilisées en thérapeutique anti-cancéreuse malgré
leur efficacité, du fait de la toxicité qu’elles provoquent lorsqu’administrées par
voie systémique [235, 236]. Ainsi, le recours aux vecteurs bactériens permettant
une livraison spécifique et limitée au niveau tumoral offre la possibilité de
contourner ce probleme [3, 4]. Les génes codant pour différentes cytokines ont
pu étre intégrés avec succes au capital génétique de Salmonella Typhimurium,

induisant une production effective de celles-ci par la bactérie.

L’Interleukine 2 (IL2) permet [Dactivation des Ilymphocytes T
cytotoxiques, et joue un role dans la prolifération lymphocytaire et la mémoire
immunitaire. Elle a été approuvée par la Food and Drug Association (FDA)
comme traitement du mélanome métastatique et du cancer du rein. Salmonella
Typhimurium sécrétant I’'[L2 a permis 1’augmentation de la population
systétmique de cellules NK [4] et la réduction de tumeurs hépatiques
métastatiques [237] et de métastases pulmonaires d’ostéosarcomes sur modele

murin [3, 238].

L’interleukine 4 (IL4) joue un role dans la différentiation des lymphocytes
T helper (Ty2), et dans la stimulation et la différentiation des lymphocytes B
(LB) activés en plasmocytes [239]. L’interleukine 18 (IL18) possede une
activité similaire a celle de I’IL2 et promeut la prolifération des lymphocytes T

(LT) et des Natural Killers (NK), et favorise leur production de cytokines [240].
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Salmonella typhimurium produisant 1’une des deux cytokines au niveau
néoplasique permet d’augmenter les niveaux plasmatiques d’Interféron-y (INF-
vy) [241]. La production d’IL18 spécifiquement inhibe la croissance des
fibroblastes stromaux, source majeure d’agents angiogéniques, ce qui a pour

conséquence une inhibition de la néovascularisation tumorale [3, 242].

La chimiokine CCL21 (C-C motif Chemokine Ligand 21) est impliquée
dans la migration des cellules immunocompétentes et dans 1’organisation des
organes lymphoides secondaires. La TNFSF14 (Tumor Necrosis Factor Super
Family member 14) est une cytokine de la famille des TNF (Tumor Necrosis
Factors) qui déclenche I’apoptose au niveau des cellules tumorales, stimule la
prolifération des lymphocytes T et la croissance des cellules dendritiques [3].
Salmonella recombinante productrice de CCL21 et de TNFSFI14 a induit
I’inhibition de la croissance tumorale par I’attraction des leucocytes et des

neutrophiles vers la tumeur [3, 243, 244].

Les génes codant pour I’'IL2 et le TNF-a ont pu étre également intégrés au
capital génétique d’une souche saccharolytique de Clostridium : Clostridium
acetobutylicum, qui a pu ainsi produire des quantités de cytokines laissant
présager une efficacité anti-tumorale lorsqu’utilis€é comme traitement [9, 235,

245].

¢) Immunisation anti-tumorale :

Le systéeme immunitaire, lorsque fonctionnel, permet I’inhibition de la
croissance si ce n’est 1’¢limination des cellules tumorales. Le rapport systeme

immunitaire-tumeur maligne se fait selon 3 phases selon le concept de
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I’immunoediting [246]. La premiere est la phase d’élimination, ou I’'immunité
détruit activement les cellules néoplasiques immunogenes. Malgré cela, des
cellules tumorales résiduelles persistent sans se multiplier dans un état
d’équilibre entre immunité et néoplasie : c’est la seconde phase, qui serait
conséquence de [D’apparition de cellules immuno-résistantes, qui ne
présenteraient pas d’antigénes tumoraux, par mutation et sélection sous la
pression immunitaire. Cet état de latence peut perdurer plusieurs années sans
que le malade ne présente de manifestations de pathologie évolutive. Par la suite
survient la phase d’échappement, du fait de D’affaiblissement immunitaire
inhérent au vieillissement naturel ou découlant de I’activité immunosuppressive
des cellules néoplasiques suffisamment mutées. L’administration d’antigénes
pourrait avoir un effet immunostimulant, permettant de faire pencher la balance

en faveur du systéme immunitaire lors de la phase latente [3].

Le systéme de sécrétion de type III (Type Three Secretion System :
TTSS) est un composé protéique bactérien servant a I’injection de facteurs de
virulence tels que la toxine shiga-like d’Escherichia coli entéropathogeéne ou les
produits des geénes sop/sip de Salmonella. 11 est formé de pres de 30 constituants
protéiques différents, assemblés en un dispositif ressemblant a une seringue et
son aiguille. Salmonella Typhimurium a pu étre utilisée comme vecteur livrant
des antigenes spécifiques au niveau tumoral en mettant a profit le systetme de

sécrétion de type III (Type Three Secretion System : TTSS ou T3SS) [3].

Ainsi, le NY-ESO-1, antigéne spécifique au mélanome, a pu étre livré
sous forme d’une protéine de fusion : la protéine sopE-NY-ESO-1 composée de
I’antigéne associé¢ a la protéine exprimée par le gene sopE, ce qui a permis
I’initiation d’une réaction immunitaire anti-tumorale médiée par les lymphocytes
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T CD8 et T CD4 [3, 247]. L’inoculation orale de la bactérie modifiée a des
souris BALB/c porteuses de sarcomes CMS5a exprimant le dit antigéne conduit
a la régression tumorale. L’administration directe des bactéries dans les
sarcomes CMS5a n’exprimant pas D’antigéne NY-ESO-1 chez des souris
BALB/c a permis de transmettre I’antigéne aux cellules tumorales : I’analyse
immunohistochimique de ces tumeurs réséquées montre la présence du NY-
ESO-1 a leur niveau. La méme expérience reconduite chez des souris
préalablement immunisées contre le NY-ESO-1 produit une régression tumorale
suite a D’injection bactérienne, avec notablement le développement d’une
réponse immune médiée par les lymphocytes T CD8 envers d’autres antigénes

exprimés par la tumeur : c’est le phénomene de 1’« epitope spread » [247].

L’ « epitope spread » (extension d’épitope) est un phénomene par lequel la
réponse immunitaire déclenchée initialement par un antigéne donné se voit
¢tendue a d’autres antigenes, en dehors de toute réaction immune croisée. Ceci
signifie qu’il est possible de déclencher une réaction immunitaire contre le tissu
tumoral par 1’administration d’antigénes n’ayant aucun lien avec celui-ci.
L’administration d’antigénes issus de virus communs ubiquitaires — tels que
I’Epstein Barr Virus (EBV) ou le virus influenza — fut proposée, afin de pouvoir
mettre a profit les lymphocytes T CDS8 préexistants chez les patients qui ont

forcément été contaminés par ceux-ci au cours de leur vie [3, 247].

Une tentative de vaccination anti-tumorale a aussi été entreprise selon la
méme stratégie usant du pouvoir sécrétoire du TTSS (Type Three Secretion
System). Des souris BALB/c furent initialement immunisées contre la protéine
p60,17.205 — muréine hydrolase sécrétée normalement par Listeria monocytogenes
— par ’administration orale de Salmonella sécrétant celle-ci au travers du TTSS.
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Cette méme protéine fut incorporée dans des cellules de fibrosarcome WEHI
164 — tumeur chimiquement induite chez la souris BALB/c — avant que celles-ci
ne soient implantées chez les souris immunisées. Les résultats de cette
expérience montrent que I’'implant néoplasique fut rejeté par 80% des souris
immunisées, pendant que 100% des souris de contrdle non vaccinées voient les

sarcomes se développer [248].

d) Inhibition de ’angiogénése :

L’insertion d’un plasmide contenant le géne codant pour le Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 2 (VEGFR2), récepteur du facteur
angiogene VEGF, permet I’initiation d’une réaction immunitaire a médiation
lymphocytaire T dirigée contre le récepteur, qui joue ainsi le role d’antigene. La
destruction immunitaire du VEGFR2 au niveau tumoral ainsi déclenchée permet
I’inhibition de la néoangiogénese (Figure 23), et donc le contréle de la
croissance néoplasique. Ainsi I’administration orale de Sal/monella typhimurium
munie de ce plasmide a permis de développer une résistance vis-a-vis de
tumeurs syngéniques, incluant mélanome, carcinome colique et carcinome
pulmonaire, perdurant plus de 10 mois. Cette vaccination a ADN ainsi conduite
a également permis la réduction de la croissance de métastases pulmonaires du
carcinome colique CT26 avec survie de la totalité des souris traitées, contre le

déces des souris de contrdle a partir de 28 jours d’évolution tumorale [249].

Le recours a des plasmides codant pour des facteurs inhibiteurs directs de
I’angiogéneése — tels que I’endostatine et la Thrombospondine-1 (THBS1) —

permet le contréle de la croissance tumorale de fagon immuno-indépendante.
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L’endostatine agit par compétition avec le VEGF et le Fibroblast Growth Factor
(FGF), limitant ainsi I’angiogenése ou provoquant I’apoptose des cellules
endothéliales. La Thrombospondine-1 (THBSI) quant a elle stimule
I’expression de Fas Ligand (FasL) qui, une fois fixé sur son récepteur Fas, induit

I’apoptose des cellules endothéliales [3].
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Inhibition of VEGF or bFGF-induced angiogenesis. C57BL/6] mice (n=8) were vaccinated with
either attenuated S. typhimurium harboring the empty vector pcDNA3.1 (left panels) or the vector
pcDNA3.1-FLK1 (right panels). Vascularization was induced either by VEGF (upper panels) or bFGF
(lower panels). Arrows indicate borders of Matrigel plugs.

Vector pcDNA3.1 : Vecteur de controle ne permettant pas I’immunisation ; Vector pcDNA3.1-FLK1 : Vecteur
contenant le géne FLK1 exprimant le VEGFR2 permettant ’immunisation ; VEGF : Vascular Endothelial
Growth Factor ; bFGF : Basic Fibroblast Growth Factor.

Figure 23 : Inhibition de I’angiogenése induite par VEGF et bFGF suite a
I’immunisation par Salmonella typhimurium produisant le VEGFR2, mise en
évidence sur souris selon le Matrigel assay. Souris de contrdle sur les images de

gauche, souris traitées sur les images de droite [249].

*Le Matrigel assay est utilisé pour I’évaluation de ’angiogenése et I’anti-angiogenése. Ici, il
consiste en I’injection sous-cutanée de Matrigel — extrait de la tumeur de Engelberth-Holm-
Swarm — mélangé a des agents angiogéniques (VEGF en haut, bFGF en bas) qui permettent le

développement d’une vascularisation a hauteur de celui-ci (souris de controle) [250].
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e) Déplétion de molécules essentielles a la survie

tumorale :

L’interférence par ARN est un mécanisme intracellulaire d’extinction de
genes, initié par les petits ARN interférents (small interfering RNA : siRNA)
introduits expérimentalement ou naissants de I’ARN double brin (double
stranded RNA : dsRNA) sous I’action de I’enzyme Dicer. Le siRNA s’associe
au complexe d’extinction de genes induit par ARN (RNA-Induced Silencing
Complex : RISC) pour cibler et détruire I’ARN messager complémentaire
(mRNA) sous I’effet des protéines Argonautes, inhibant ainsi I’expression du

gene correspondant [251, 252].

L’une de ces molécules nécessaires a la survie des cellules néoplasiques
est ’oncoprotéine STAT3, dont I’activation permanente non régulée dans les
cellules tumorales stimule la croissance cellulaire, inhibe le syst¢éme immunitaire
et favorise la survenue de métastases. La déplétion de STAT3 par interférence
par ARN (RNA interference : RNAI1) par le biais de small/short hairpin RNA
(shRNA) transmis par Salmonella Typhimurium a permis le controle de la
croissance de cancer de la prostate RM1 syngénique [253]. Le ciblage d’autres
oncoprotéines telles que la Survivine (baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-
containing 5 : BIRCS), responsable de I’inhibition de 1’apoptose et du
développement de chimiorésistance des cellules néoplasiques [254], associé a
I’expression de GRIM-19 qui posséde une activité pro-apoptotique [255], a
permis la réduction de la croissance de cancers de la prostate et du larynx [3,

256, 257].
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f)  Rétablissement de génes protecteurs :

Le gene p53, surnommé « gardien du génome », est souvent muté dans les
cellules tumorales. C’est le cas dans le cancer du col secondaire a I’infection
papillomateuse ou la protéine p53 est spécifiquement ciblée par 1’oncoprotéine
E6 produite par le Papilloma Virus Humain (HPV) [3]. Le recours a des
plasmides codant pour la protéine p53 et pour un shRNA (short hairpin RNA)
ciblant la protéine E6 a permis la limitation de la croissance du cancer du col

humain implanté chez la souris [258].

g) Directed Enzyme Prodrug Therapy (DEPT):

La thérapeutique anticancéreuse idéale serait celle qui, en outre d’étre
efficace, serait spécifique envers le tissu néoplasique, épargnant le tissu sain.
Une des stratégies envisagées dans ce sens est le recours a des prodrogues
inactives, qui seraient activées intrinsequement a la tumeur par le biais
d’enzymes spécifiquement localisées a son niveau : Enzymes de conversion de
prodrogues (Prodrug Conversion Enzymes : PCE). Cette approche porte le nom
de Directed Enzyme Prodrug Therapy (DEPT) [1]. L’un des avantages majeurs
qu’elle présente est la quantité importante de drogue cytotoxique produite par
chaque unité enzymatique au niveau tumoral, doublée par ce qui est appelé le
« bystander effect » (effet du spectateur passif), phénomeéne par lequel les
cellules avoisinantes non exposées a la drogue sont sujettes aux mémes effets

oncolytiques [1, 225, 259].

L’une des découvertes notables dans ce cadre fut celle de la prodrogue

CB1954 [5-(aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamide] [1]. Son efficacité vis-a-vis du
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carcinome de Walker 256 chez le rat, contrastant avec son inoffensivité envers
d’autres néoplasies notamment humaines [260], fut liée aprés plus ample
exploration a I’expression par la tumeur de Walker d’une enzyme unique : la
DT-diaphorase, nommée systématiquement NQOI1 (NAD(P)H:quinine
oxydoréductase). Cette derniére permet I’activation de la CB1954 par réduction
de ses groupements nitrogénes auxochromiques. L’hydroxylamine résultant,
puissant agent alkylant [20], entraine un effet cancéro-statique par promotion de
la formation au niveau de I’ADN de liaisons inter-caténaires C8-O6
inefficacement réparées par la cellule [261, 262]. Des enzymes d’origine
bactérienne ayant une activité similaire a celle de la DT-diaphorase furent
découvertes par la suite [263], parmi lesquelles les quinones réductases

NAD(P)H dépendantes d’ Escherichia coli et du Bacillus amyloliquefaciens [1].

A partir de 1a, diverses solutions ont été¢ envisagées pour intégrer ces
enzymes spécifiquement au niveau de tumeurs ne les produisant pas
initialement. Les premiers vecteurs mis au point furent basés sur la fusion des
enzymes sur des anticorps spécifiques dirigés contre la tumeur (Antibody-
Directed Enzyme Prodrug Therapy : ADEPT), ainsi que sur le recours a des
vecteurs viraux et non viraux dans le cadre de la thérapie génique, visant a
intégrer le geéne codant pour I’enzyme au capital génétique des cellules
néoplasiques spécifiquement (Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy :
GDEPT). Le recours aux bactéries du genre Clostridium en tant que vecteur est

une approche plus récente : Clostridial-Directed Enzyme Prodrug Therapy

(CDEPT) (Figure 24) [1, 24, 264].

107|Bactériothérapie Oncolytique



IV. APPROCHE THERAPEUTIQUE ANTINEOPLASIQUE :
B. Stratégies conceptionnelles bactério-oncolytiques :

SPORE PRODUCTION C. SPOROGENES GENE
+ PCE

SPORE INJECTION PRODRUG 1. SPORE GERMINATION; 2. PCE MEDIATED
PRODRUG CONVERSION TO AN ACTIVE
FORM; 3. TUMOUR LYSIS

Mechanism of Clostridial-Directed Enzyme Prodrug Therapy (CDEPT)
utilising C. sporogenes engineered spores as a delivery vector. Briefly, a
nitroreductase gene (PCE) is expressed and integrated into the chromosome of
C. sporogenes. Spores of the therapeutic strain are being prepared in com-
mercial environments and injected into tumour-bearing animal. After tumour
colonisation, a prodrug is delivered. Inside the tumour upon the spore
germination, the expressed PCE subsequently converts the prodrug into a
cytotoxic derivative destroying cancer cells.

Figure 24 : Mécanisme de CDEPT par utilisation du Clostridium
sporogenes comme vecteur : le géne ’enzyme de conversion de prodrogue

(PCE) est intégré au capital génétique de la bactérie [1].
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La cytosine déaminase est une enzyme bactérienne possédant la faculté de
convertir la 5-fluorocytosine (5-FC), antimycosique ordinaire [8], en 5-
fluorouracile actif (5-FU) [20, 38]. Fox et al. furent les premiers a cloner le géne
de la cytosine déaminase (CD) d’Escherichia coli en vecteur d’expression
clostridien, et & insérer celui-ci au niveau de Clostridium beijerinckii [4, 9, 20,
265] avec succes : Des taux €levés de cytosine déaminase ont été détectés au
niveau du milieu bactérien [20], et la sensibilité du carcinome murin EMT6 au

5-Fluorouracile a pu étre augmentée de 500 fois in vitro [9, 265].

L’insertion de la cytosine déaminase (CD) a été testée sur différentes
souches saccharolytiques de Clostridium a valeur industrielle, notamment
acetobutylicum, beijerinckii et butyricum [266]. Clostridium acetobutylicum
ainsi modifié a pu produire I’enzyme active aussi bien in vitro [266] que in vivo
aprés administration intra-tumorale chez le rat WAG/Rij porteur de
rhabdomyosarcome [9, 267]. L’ introduction du geéne de la nitroréductase (NTR)
d’Escherichia coli au niveau du Clostridium beijerinckii, réalisée par Minton et
al. [20], a permis I’amélioration de I’effet anti-tumoral de la CB1954 in vitro. In
vivo, I’activité de ’enzyme a €été détectée au niveau du tissu néoplasique suite a
I’administration intraveineuse de la bactérie chez la souris porteuse de la tumeur

EMTS6 [9, 20, 264].

Malgré des résultats initiaux encourageants, les études sur modéle animal
furent décevantes : ’administration de Clostridium beijerinckii ou Clostridium
acetobutylicum recombinants ne produit pas d’activité¢ anti-tumorale apres
injection systémique de la prodrogue. La raison de cet échec revient a la faible

colonisation tumorale produite par les souches saccharolytiques qui est 1000 fois
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inférieure a celle produite par la souche protéolytique Clostridium sporogenes

[9, 268].

L’usage des souches protéolytiques dans le méme sens conduit & de bien
meilleurs résultats. Le Clostridium sporogenes doté du geéne de la cytosine
déaminase d’Escherichia coli produit une activité enzymatique importante
localisée au niveau tumoral. Lors de I’administration de 5-Flurocytosine (5-FC),
I’activité antinéoplasique engendrée s’avere équivalente ou supérieure a celle
produite par la dose maximale tolérée de 5-Flurouracile (5-FU) administrée par
voie systémique [9, 269]. Des résultats similaires ont été observés pour
Clostridium sporogenes porteur du géne de la nitroréductase (NTR), se résumant

en une activité anti-tumorale prolongée et une sécurité d’utilisation satisfaisante

[9, 225].

L’insertion du méme gene d’Escherichia coli codant pour la cytosine
déaminase au niveau du plasmide du Bifidobacterium a également été réalisée
(Figure 25). L’injection des bactéries modifiées associée a I’administration orale
de 5-Fluorocytosine (5-FC) a permis I’inhibition de la croissance de cancers du
sein chez le rat [8, 270] (Figure 26a). Des résultats similaires ont été obtenus
pour des cancers humains greffés chez la souris nude, notamment le cancer du

sein KPL-1 et le cancer de 1’estomac (Figure 26b) [8].
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hu promoter

Cytosine deaminase
(CD)

Spm*

Transfected B. longum 2 x 10°c.f.u

CD gene

g Systemic administration (i.v.)

\ 5FC to 5FU conversion

by CD in the tumor only

O
5FC
Ej @lreduction?

Concept of cancer treatment by combining |the prodrug 5-fluorocytosine (5FC) (given orally).
cytosine deaminase of Escherichia coli (e-CD)- | 5FU, 5-fluorouracil.
transformed Bifidobacterium longum (i.v.) with

Figure 25 : Intégration du géne de la cytosine déaminase dans le
plasmide du Bifidobacterium longum, et I’utilisation de celui-ci en
tant que thérapie antinéoplasique : I’expression de I’enzyme au
niveau tumoral permet la conversion de 5-Fluorocytosine inactive

administrée par voie orale en 5-Fluorouracile active [8].
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Antitumor effects of i.v.-injected cytosine deaminase of
Escherichia  coli  (e-CD)-transformed  Bifidobacterium  longum
(B. longum/e-CD) combined with 5-fluorocytosine (5FC) (given orally).
(a) Comparison of the tumor volumes of non-injected rats (n = 5) with
those of B. longum/e-CD i.v. injected rats (n = 15). Rats bearing
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced mammary tumors received
i.v. B. longum/e-CD and 500 mg/kg/day of 5FC. *P < 0.05; **P < 0.01.
(b) Antitumor assessment of B. longum/e-CD in nude mice
transplanted with KPL-1 human mammary tumor cells. Tumor-bearing
nude mice (n = 8) were given a dose of transformed bacteria cells i.v.
(5.9 x 10° c.f.u./mouse), followed by 5FC (orally) for 21 days.

Figure 26 : Effet anti-tumoral de Bifidobacterium longum porteur du géne de la
cytosine déaminase associ¢ a I’administration orale de 5-Fluorocytosine : Impact
sur le volume tumoral de cancer syngénique du sein chez le rat (a) et de cancer

humain xénogreffé chez la souris nude (b) [8].
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La thymidine kinase de I’herpes simplex virus (HSVTK) est une enzyme
possédant la capacité d’activer des analogues nucléositiques tels que I’acyclovir
et le ganciclovir, et qui peut étre fonctionnellement exprimée par les bactéries
[20, 186, 271, 272]. Ainsi, Salmonella exprimant I’enzyme HSVTK fut utilisée
pour traiter des mélanomes B16F10 sous-cutanés. La présence du plasmide
vecteur réduit ’activité antitumorale innée de Salmonella, mais I’adjonction du
ganciclovir provoque une réduction du volume tumoral de 2.5 fois supérieure a

celle obtenue en son absence [20].

e Avancées récentes dans le domaine :

o Prodrogues :

Bien que son potentiel thérapeutique ait ét¢ démontré par de nombreuses
¢tudes, la prodrogue CB1954 présente des limitations significatives —
notamment sa toxicité hépatique et la diarrhée dose-limitante [273] — qui ont
pouss¢ a la recherche et au développement de prodrogues alternatives. Parmi
celles-ci la PR-104 [274, 275], qui permet d’améliorer 1’effet oncolytique de la
Clostridial-Directed Enzyme Prodrug Therapy (CDEPT). Celle-ci est en phase
d’essais cliniques Ib chez des patients porteurs de tumeurs solides avancées, et
en phase II chez des patients atteints de leucémies aiglies réfractaires ou
récidivantes (2 la date de décembre 2014) (Clinical trial information :
NCTO01037556 [276]) [277]. Une autre prodrogue prometteuse est la SN 27686
activée par la nitroréductase (NTR) d’Escherichia coli, qui montre une

sélectivité in vitro 4 a 20 fois supérieure a celle de CB1954, ainsi qu’une
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efficacité lytique du « bystander effect » de 48% contre seulement 13% pour la

CB1954 [1, 278].
o Enzymes :

Jusqu’en 2006, I’enzyme la plus utilisée était la nitroréductase
d’Escherichia coli (nfnB ou EcoNTR), largement inadaptée par rapport au
Clostridium, notamment du fait de la différence d’usage de codons entre les
deux bactéries [1]. Ainsi le développement de formes optimisées du gene nfnB
associées a 1’adjonction de puissants promoteurs permit une bien meilleure
expression clostridienne de I’enzyme, résultant en des taux supérieurs de
conversion de CB1954 [274]. Une autre technique d’optimisation passait par la
modification du site actif de I’enzyme par mutagénése dirigée, modifiant ainsi
son activité catalytique [279, 280]. Ainsi, la nitroréductase optimisée (sNTR) a

permis I’obtention in vivo d’une activité 20 a 30 fois supérieure [1].

L’efficacité de la production de 5-Fluorouracile (5-FU) par la cytosine
déaminase a également été récemment améliorée pour atteindre plus de 100 fois
celle du vecteur initial, et ce par le remplacement du 324°™ acide aminé

correspondant a 1’ Aspartate par I’ Alanine au niveau de la région centrale active

de ’enzyme [8, 281].

L’optimisation de la nitroréductase et de la cytosine déaminase
d’Escherichia coli n’empécha pas la recherche d’autres enzymes qui seraient
plus efficientes. Le screening de génomes bactériens permit la mise en évidence
d’enzymes ayant une plus grande affinité envers la CB1954 [24]. Ainsi la
HinNTR isolée a partir de I’Haemophilus influenza, la NmeNTR de Neisseria

meningitidis ou encore la Y{kO nitroréductase du Bacillus licheniformis [282]
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présentent-elles toutes des propriétés cinétiques supérieures a celles de
I’EcoNTR, signifiant une plus efficiente conversion de CB1954 [283]. La
derni¢re est particulierement prometteuse quant a sa potentielle utilisation en
CDEPT, du fait de sa production exclusive du dérivé utile 4-hydroxylamine de
CB1954, et de sa grande stabilité suggérant une activité oncolytique potentielle

prolongée [1].

Le géne NTR-H codant pour I’enzyme HinNTR fut optimisé pour les
bactéries du genre Clostridium et introduit au niveau du Clostridium sporogenes
[225]. L’administration de la souche obtenue chez les souris nudes porteuses de
tumeurs HCT116 suivie de DP'apport de la prodrogue CB1954 a permis la
réduction de la croissance tumorale au point de la stabilisation du volume
néoplasique. Le traitement par le méme protocole selon des cycles répétés,
séparés par des antibiothérapies permettant I’élimination bactérienne, a eu pour
résultats le prolongement du temps de dédoublement des tumeurs HCT116 de 7

jours pour les souris de contrdle a 70 jours pour les souris traitées [225].

Le géne de la nitroréductase NmeNTR, apreés optimisation, a pu étre
intégré de facon stable directement au génome du Clostridium sporogenes par
une technique récente dite Allele-Coupled Exchange (ACE) [284, 285].
L’intégration directe dans le génome bactérien éliminant le besoin de
I’utilisation de plasmides, permet d’éviter les inconvénients inhérents a celui-ci,
a savoir le risque de perte et le risque de dissémination horizontale par transfert
[284]. L’administration de la souche recombinante aux souris porteuses de
tumeurs HCT116 conduit, aprés administration de la prodrogue CB1954 a une

stabilisation du volume tumoral durant 25 jours, puis a une régression de moitié
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de celui-ci dans les jours qui suivent. Cependant, au bout de 40 jours une

récidive tumorale est observée [1, 285].
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C. KEssais cliniques :

Les études précliniques et cliniques phase I concernant 'usage des
bactéries pour le contréle tumoral furent dans I’ensemble décevantes (Tableau
VI), contrairement aux résultats obtenus sur modeles expérimentaux murins. En
effet, une revue de la littérature a ce sujet révele que les résultats de la majorité
des essais ne furent jamais publi€s, et que certains furent méme interrompus
avant leur terme. Des investigations sont nécessaires pour définir les causes de

ces ¢checs [3].
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V. LIMITES ET PERSPECTIVES :

e Réglementation :

Les bactéries oncolytiques, comme toutes les thérapies biologiques
vivantes, constituent un défi régulatoire du fait de leur caractére vivant et auto-
propagatif [38]. En effet la possibilité de la dispersion dans I’environnement des
bactéries, méme celles atténuées, a partir du sujet traité est un risque réel [286].
Cette diffusion se fait au travers de pertes (shedding) par le biais d’excrétas
(selles), de sécrétas (urines, salive, sécrétions naso-pharyngées...) ou au travers
de la peau (plaies, pustules...) [286]. Le risque encouru est d’autant plus
important que les germes concernés sont génétiquement modifiés, exposant a la
diffusion de souches nouvelles, porteuses dans certains cas de plasmides

nouveaux.

Dans ce cadre, il est important de définir un certain nombre des
caractéristiques des bactéries utilisées afin de pouvoir estimer le danger potentiel
pour D’environnement que pourrait présenter leur utilisation. Parmi ces
propriétés, la virulence, la pathogénicité ou la toxicit¢ envers 1I’Homme,
I’animal, les plantes et les autres microbes, la stabilité¢ génétique de la souche et
la fréquence de survenue d’échanges génétiques a 1’état naturel, ses capacités de
survie dans le milieu externe, I’existence d’antibiotiques ou autres biocides
permettant le contrdle du germe, ou encore de substrats permettant de limiter sa

croissance [287].

Le rapport du germe envers I’environnement qu’il est susceptible de

contaminer est é¢galement pesant dans cette équation [287] : est-ce que le milieu
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en question limite la multiplication de la bactérie ? des barrieres naturelles
présentes dans le milieu permettraient-elles de circonscrire son extension ?
existe-t-il dans cet environnement des especes proches du germe qui pourraient

étre affectées ?

L’utilisation de germes génétiquement modifiés constitue une situation
extrémement délicate. L’effet de DI’expression des genes insérés chez une
population non initialement ciblée peut étre problématique. Aussi, lorsque la
séquence génétique modifiée est stable, cela peut conduire a la persistance de la
souche nouvelle dans I’environnement, ce qui pourrait avoir de facheuses
conséquences. Ces souches peuvent notamment étre a ’origine de résistances
qui pourraient diffuser horizontalement, ou verticalement par multiplication et

sé¢lection naturelle [287].

Ainsi, des études concernant les «pertes» (shedding) des
microorganismes sont nécessaires pour définir les mécanismes de diffusion
impliqués, et évaluer I’ampleur des risques environnementaux encourus en cas
de propagation. Les résultats de telles études permettraient de concevoir et de
mettre en place des mesures de prévention adaptées avant de s’engager dans

I’utilisation effective des germes en tant que traitement [286].

Deux agences fédérales américaines régulent I'usage des technologies
biologiques et recombinantes : la Food and Drug Administration (FDA) et
I’Office of Biotechnology Activities (OBA) [38]. Divers documents ont été
produits par la FDA visant a guider [’utilisation thérapeutique des
microorganismes, notamment dans le cadre de la thérapie génique. Parmi ceux-
ci : “Guidance for Industry: Design and Analysis of Shedding Studies for Virus

or Bacteria Based Gene Therapy and Oncolytic Products” et “Guidance for
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Industry: Determining the Need for and Content of Environmental Assessments
for Gene Therapies, Vectored Vaccines, and Related Recombinant Viral or

Microbial Products™ [38].

e Toxicité :

La toxicité des bactéries utilis€ées pour la thérapie antinéoplasique a été le
premier des obstacles a dépasser historiquement afin de pouvoir concevoir une
utilisation thérapeutique réelle [4, 9, 34]. La production de toxines, le
lipopolysaccharide des bactéries gram négatif, la colonisation des tissus sains [8,
9] sont autant de problémes qui furent résolus par sélection de souches,
induction de mutations, ou ADN recombinant. Cependant, ces mesures restent
tout de méme limitées, et la toxicité induite par le traitement bactérien est
aujourd’hui toujours un probléme. Des études sont nécessaires dans le sens
d’une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la toxicité
induite et les mécanismes de la destruction tumorale, afin de pouvoir améliorer

au mieux I’index thérapeutique de I’approche [38].

e Volume tumoral et vascularisation :

Pour une bactériothérapie efficace, il est nécessaire que les bactéries
proliféerent spécifiquement au niveau tumoral et qu’elles s’y multiplient pour
atteindre un nombre suffisant. Ces aspects sont problématiques pour certaines

tumeurs, rendant difficile I’obtention de résultats satisfaisants.
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En effet, les tumeurs en deca d’un certain volume présentent une
vascularisation relativement saine, assurant une oxygénation homogene du tissu
néoplasique et empéchant la constitution du milieu hypoxique favorable au
développement des germes [4, 20]. L’augmentation de la taille tumorale
s’accompagne de I’apparition d’anomalies vasculaires faisant le lit de
parametres biochimiques et physiologiques adaptés a la prolifération bactérienne
[20, 49]. Ainsi, les tumeurs doivent étre volumineuses au-dela d’un certain point
pour espérer obtenir une efficacité thérapeutique par bactériothérapie [91].
[llustrant cela, les spores de Clostridium n’affectent que les tumeurs d’une

masse supérieure a 2 a 4 grammes chez la souris [20, 50].

D’autre part, ’accumulation intra-tumorale de certaines bactéries dépend
directement de I’importance de la vascularisation néoplasique. Ainsi, I’effet
anti-tumoral de Salmonella typhimurium Al1-R est directement proportionnel a

I’importance de la vascularisation de la tumeur [3, 110].

L’augmentation de la masse tumorale améliore 1’impact thérapeutique de
la bactériothérapie, notamment dans le cadre de la thérapie combinée [91].
Cependant, un volume tumoral trop important constitue également une entrave
au bon déroulement thérapeutique. La lyse cellulaire induite par bactériothérapie
potentialisée par I’importance du volume néoplasique produit la libération de
grandes quantités de métabolites cellulaires — calcium, phosphate, acide urique —
réalisant le syndrome de lyse [91, 288]. Aussi, la prolifération des bactéries dans
le milieu optimal que constitue la tumeur de grand volume riche en zones
hypoxiques et nécrotiques, occasionne une production de substances toxiques

bactériennes [91].
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Il est donc important de savoir sélectionner les tumeurs aux mensurations
idéales pour une bactériothérapie, ou d’adapter la bactériothérapie par quelque
moyen aux divers volumes néoplasiques, ce qui équivaudrait a mettre au point

une solution permettant de cibler les tumeurs peu vascularisées.

e Persistance de la périphérie oxygénée :

Les bactéries anaérobies utilisées pour la bactériothérapie oncolytique se
logent au niveau des zones d’hypoxie et de nécrose tumorales qui sont le plus
souvent situées au centre des masses solides. La destruction tissulaire qu’elles y
engendrent est importante, mais respecte le plus souvent la périphérie tumorale
mieux oxygénée [4, 38, 139]. Cette couronne cellulaire néoplasique persistante
est a ’origine de recroissance tumorale et de récidives, et constitue une entrave
majeure a Defficacité thérapeutique au long cours de la bactériothérapie
lorsqu’utilisée seule [8, 9, 38, 213]. Les mauvais résultats obtenus a long terme
restent en effet une des limitations les plus importantes de la bactériothérapie
seule [3], comme cela a été démontré pour I’utilisation de Clostridium butyricum

M-55 chez des patients atteints de glioblastomes [9, 115, 207].

e Hétérogénéité inter-tumorale :

Aussi, tous les types de tumeurs ne sont pas sensibles de maniére égale a
la bactériothérapie. Le champ d’activité reste en effet a définir, notamment selon
le type de germe utilisé, les différentes voies d’administration et les différentes

stratégies [91].
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e [ immunisation préexistante contre les bactéries :

Dans certains cas, la présence d’anticorps circulants dirigés contre la
bactérie oncolytique peut limiter son intérét thérapeutique [4, 289]. Chez les
sujets immunisés, 1’activité antibactérienne limite la colonisation et I’importance
de la prolifération intra-tumorale. Cela a pu étre démontré in vitro pour
Salmonella : le sérum contenant les immunoglobulines spécifiques empéche la
colonisation cellulaire [192, 290]. Sur modé¢le murin, I’immunisation par
administration de Salmonella typhimurium inactivée empéche la survenue de
toute activité oncolytique suite au traitement [3, 4, 192, 290]. Chez ’Homme, la
colonisation tumorale par Salmonella aprés administration systémique est

impossible lorsque les patients sont préalablement immunisés [4, 192].

Le probléme est d’autant plus éminent que les germes sont ubiquitaires.
Dans un tel cas, le contact préalable avec le germe et le développement
conséquent d’une immunité spécifique est difficilement évitable, ce qui peut

conduire a I’échec thérapeutique des la premiere administration bactérienne [4].

Des solutions pour la neutralisation bactérienne immunitaire furent
envisagées, comme [’adjonction d’un polymere permettant de masquer

I’immunogénicité des microorganismes [4].

e Limites des techniques de modification génétique :

De nouvelles techniques et de nouvelles stratégies furent imaginées et

développées afin d’améliorer I’efficacité de la bactériothérapie. Elles sont
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essentiellement basées sur la modification génétique de différentes souches,
dans un but d’atténuation de toxicité ou d’addition d’effets thérapeutiques
complémentaires. Cependant, bien que prometteuse et ouvrant la voie a diverses
stratégies novatrices, 1’altération génétique présente certains inconvénients qui
pourraient remettre en cause son utilisation, notamment lorsque 1’organisme

produit est destiné aux traitements a grande échelle.

En effet, les techniques destinées a produire des souches moins
pathogenes peuvent se voir grever de réversions vers les phénotypes sauvages.

Ce phénomeéne a été observé pour les bactéries du genre Clostridium et

Salmonella [8].

Aussi, les mécanismes d’altération génétique des souches bactériennes
¢tant des processus complexes, il n’est pas impensable de produire des
phénotypes inattendus qui pourraient limiter 1’efficacité thérapeutique [38], ou
pis encore, des souches porteuses de résistances nouvelles envers les

antibiotiques.

Une technique spécifique particulierement décriée est celle basée sur la
modification et DI'insertion de plasmides. En effet, ils sont naturellement
impliqués dans la transmission horizontale de facteurs de virulence et de
résistances, offrant potentiellement un moyen de diffusion important a toute
erreur de conception plasmidique. D’autre part, leur caractére instable signifie la
possibilité de disparition des geénes insérés au décours de la multiplication

bactérienne, ce qui ferait perdre tout son intérét a la technique [9].

Des techniques de manipulation génétique nouvelles et plus efficaces

seraient donc nécessaires [9].
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e Manipulation génétique basée sur les introns du groupe 11 :

Un intron est une portion d’ADN théoriquement non codante située entre
deux exons. Un intron est excisé€ lors de I’épissage de I’ARN, et seul les exons
persistent et sont traduits par la suite. Les introns du groupes II sont des
¢léments génétiques de découverte récente possédant la capacité de s’exciser et
de se réinsérer dans le génome de fagon autonome, contrairement aux introns du
groupe [. Ils furent initialement mis en évidence dans le génome des
mitochondries et des chloroplastes des eucaryotes inférieurs. Le premier intron

du groupe II bactérien fut découvert en 1993 [9, 291].

Les introns du groupe II codent pour une enzyme dite Intron Encoded
Protein (IEP) caractérisée par des fonctions faisant toute la particularité¢ de ces
introns. Elle promeut I’excision autonome de I’intron, mais également son
insertion au niveau de zones cibles de I’ADN par un phénomene dit de « retro-
homing » [292]. En effet, I'I[EP permet la reconnaissance de portions d’ADN
fixes flanquant la zone cible — qui est constituée de 14 a 16 nucléotides — ce qui
permet & I’ARN de I’intron de se fixer a celle-ci par appariement de base [293,
294]. L’IEP procede ensuite a la rétro-transcription de I’ARN et a I’insertion de

I’ ADN résultant, ce qui provoque 1’inactivation du gene ciblé [9].

Le systéme de ciblage de géne étant basé sur ’appariement de bases, la
modification de I’ADN codant pour I’intron de groupe II permet de redéfinir la
cible de celui-ci sans restriction. La précision de ciblage de cette approche n’a
d’égal dans les autres systemes de rétro-transcription, viraux inclus, qui inserent

les fragments d’information génétique dans des localisations aléatoires [9].
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Le fait que le nécessaire pour I’excision et la réinsertion ciblée soit
presqu’entierement codé dans I’intron lui-méme lui confeére une indépendance
fonctionnelle vis-a-vis de I’hote. Ainsi, les introns du groupe II peuvent étre
utilisés pour I’insertion de geénes quelles que soient les fonctions recombinantes

que possede I’hote [9, 295-297].

Le systéme possede en outre une haute fréquence de transferts, un vaste
panel d’hdtes potentiels incluant aussi bien des organismes simples que d’autres

supérieurs, et offre une large gamme d’applications possibles [9].

Toutes ces caractéristiques des introns du groupe II en font un excellent
moyen de modification génétique bactérienne [9, 298, 299]. Il a pu étre adapté a
I’usage sur les bactéries du genre Clostridium selon ce qui fut nommé le systéme
ClosTron [300]. Celui-ci se base sur [utilisation de vecteurs appelés
« targetrons » et permet 1’inactivation de génes (gene knock-out) ainsi que leur
insertion (gene knock-in) de facon efficace, reproductible et stable, ouvrant ainsi

la porte a des possibilités de remaniement génétique inédites [9].

La réduction de la toxicité bactérienne, I’amélioration de la spécificité du
ciblage tumoral par les bactéries, la stimulation du syst¢tme immunitaire de
I’héte et I’activation de I’immunité anti-tumorale [9], sont toutes autant de voies
d’optimisation de la bactériothérapie qu’offre cette nouvelle technologie, qui,
sans nul doute, ne saurait tarder a élargir son spectre aux autres genres
bactériens, et qui pourrait enfin permettre d’exprimer tout le potentiel de la

bactériothérapie oncolytique, notamment en termes de thérapie génique [3].
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e (ellules souches tumorales, hétérogénéité intra-tumorale, immunité

anti-tumorale :

Les cellules souches tumorales sont des cellules qui possederaient des
caractéristiques semblables a celles des cellules souches normales : elles seraient
capables de s’auto-renouveler et de donner naissance a divers types cellulaires.
Elles seraient ainsi responsables de I’hétérogénéité intra-tumorale — 1I’un des plus
grands obstacles a I’oncothérapie — et seraient impliquées dans la survenue des
métastases et des récidives tumorales. La destruction de ce contingent cellulaire
pourrait donc faire toute la différence dans la recherche de la rémission complete
et définitive. Dans ce sens, des efforts sont fournis pour le développement de
solutions permettant le ciblage spécifique de ces cellules, et pourraient sans

aucun doute profiter des opportunités offertes par la bactériothérapie [8].

Aussi, une meilleure compréhension du fonctionnement du systéme
immunitaire de I’organisme dans son activité anti-tumorale, et des mécanismes
d’échappement immunitaire des cellules néoplasiques semble étre une voie de
passage obligatoire pour atteindre la thérapie qui pourrait finalement prétendre
guérir définitivement le cancer. Dans cette optique, il pourrait s’avérer
intéressant d’explorer le pan immunologique sombre que représente 1’absence
de réaction immunitaire face au Bifidobacterium longum et la difficulté de

I’organisme a le reconnaitre comme antigene exogene [8].
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Les cancers peuvent étre décrits comme étant la pathologie du siecle sans
réelle crainte de se voir contredire. Les conséquences du cancer sont énormes a
tout point de vue, aussi bien humain, social que financier. Une solution
thérapeutique réellement efficace tarde cependant a voir le jour malgré
I’intensit¢ de la recherche scientifique et le volume financier investis. Les

thérapies classiques se sont rapidement vu limitées par leur propre toxicité.

La bactériothérapie oncolytique vient dans ce contexte offrir une lueur
d’espoir. En effet, depuis plusieurs siecles déja, les bactéries ont démontré leur
effet bénéfique sur le développement tumoral, et les premicres tentatives

d’usage thérapeutique de celles-ci datent du XIX™ siécle.

Depuis, bien des é&tapes ont ¢été franchies, et aujourd’hui, Ila
bactériothérapie représente sans nul doute 'une des thérapies antinéoplasiques
les plus prometteuses. Grace a ses capacités de ciblage spécifique, les
possibilités innombrables offertes par les techniques génétiques actuelles, la
relative simplicité de manipulation en comparaison a d’autres microorganismes,
la bactériothérapie détient un potentiel fabuleux. Notamment, I’aveénement de la
thérapie génique et son association a la bactériothérapie a permis d’ouvrir de
nouveaux horizons, laissant entrevoir peut-étre enfin la solution thérapeutique

tant attendue.

Un jour peut-€tre, lorsque les capacités de ciblage tumoral seront affiitées
et dépasseront les limites liées au volume et a la vascularisation tumoraux, et

que la bactériothérapie pourra enfin cibler et détruire les cellules souches
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tumorales, ce jour-la verra peut-Etre la bactériothérapie non pas traiter le cancer,
mais le prévenir a la facon d’une vaccination qui éliminerait les cellules

malignes avant méme la constitution de tumeurs véritables.
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RESUME :

Titre : Bactériothérapie oncolytique.
Auteur : Mohamed-Taha Tagmouti.
Directeur de thése : Pr. Sakina El Hamzaoui.

Mots clés: Bactériothérapie oncolytique, Thérapie combinée, Thérapie

génique, Mécanismes, Salmonella, Clostridium.

Les premiers rapports évoquant I’activité antinéoplasique bactérienne remontent
au début du XVIII*™ siécle. La succession d’observations similaires au cours des deux
siecles suivants conduisit aux premicres initiatives utilisant les bactéries comme
thérapie anticancéreuse. Les premiers résultats étant décevants, la radiothérapie et la
chimiothérapie firent rapidement oublier la bactériothérapie. L’intérét pour celle-ci fut
ravivé récemment par l’avenement des nouvelles techniques de modification
génétique.

Les bactéries utilisées pour la thérapie antinéoplasique sont les bactéries
anaérobies, qui se logent spécifiquement au niveau tumoral — et ¢’est ’un des grands
atouts de la bactériothérapie — grace a la présence de zones d’hypoxie et de nécrose, de
nutriments particuliers, et a 1’inaccessibilité du tissu tumoral au systéeme immunitaire
entre autres. La destruction tumorale engendrée est secondaire a I’activité bactérienne
propre associée a I’activité du systeéme immunitaire initiée par les germes.

La bactériothérapie oncolytique ¢était initialement basée sur [’usage des
bactéries seules, mais I’insuffisance de 1’efficacité obtenue a motivé le développement
de nouvelles stratégies adjoignant les thérapies anticancéreuses classiques, et plus
récemment la thérapie génique. Des résultats prometteurs furent obtenus, et la marge
d’évolution reste large.

Bien que présageant un avenir radieux a la thérapie anticancéreuse, la
bactériothérapie présente cependant des limitations nombreuses, aussi bien techniques
que cliniques, passant par la toxicité toujours importante malgré les efforts fournis,
I’obstacle que constitue 1’hétérogénéité tumorale, les difficultés régulatoires, et les
risques environnementaux. Le développement de techniques génétiques nouvelles
pourrait néanmoins lever ces obstacles.
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ABSTRACT

Title : Oncolytic Bacteriotherapy.
Author : Mohamed-Taha Tagmouti.
Supervisor : Pr. Sakine El Hamzaoui.

Keywords : Oncolytic bacteriotherapy, Combined therapy, Gene therapy,
Mecanisms, Salmonella, Clostridium.

The first reports of the beneficial activity of bacteria on neoplasms came
at the beginning of the 18" century. Numerous similar observations followed
through the next two centuries, leading to the very first therapeutic trials of
bacteria as anticancer drugs. The unsatisfying results that emerged from these
trials allowed an emerging chemotherapy and radiotherapy to dominate as
reference anticancer therapies, while bacteriotherapy was forgotten. Recently,
the development of novel genetic alteration techniques brought attention back to
bacteria.

The anaerobic bacteria used to treat cancer specifically target tumor tissue
— which is one of the great advantages of such an approach — due to the presence
of hypoxic and necrotic regions, specific nutrients, and to the protection that
such an environment confers from the immune system activity. The destruction
that occurs comes from the direct bacterial activity and that of the stimulated
immune system.

Oncolytic bacteriotherapy initially used bacteria alone. The insufficient
results obtained motivated the development of new strategies, including the
adjunction of the classical anticancer therapies and, more recently, the
association to gene therapy. Very promising results occurred, and the margin of
evolution of these approaches remains wide.

A bright future for cancer therapy is foreseeable through bacteriotherapy.
Nonetheless, many limitations still remain, including bacterial toxicity, tumor
heterogeneity, regulation challenges, and possible environmental impact.
Recently developed techniques of genetic alteration might resolve these
problems.
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Serment d"Hippocrate

Au moment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale, je
) \ M M ) M Ve
m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.

® Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

® Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité, la santé de mes

malades sera mon premier but.
e Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

o Je maintiendrai, par tous les moyens en mon pouvoir [‘honneur et les

nobles traditions de la profession médicale.
o [es médecins seront mes freres.

® Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s imposera entre mon devoir et mon patient,

e Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

o Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales d’une
fagcon contraire aux lois de [ humanité.

o Jem’y engage librement et sur mon honneur.
Déclaration de Genévre,

1948



$
Loyl guy
g sl oslaa sIU L gy
pebarll Ol gl

il saml bl Giaall @ Lpnt @lod lags iy @l dbaalll aina @0

bl aand il 2l ol o

2 gy @il Jpanlly pal sy s3ely imilal gyial oly o

@oma @ayss dam Wl @iy @an o Gilgy @lias puylal olg o
Jolll

@l in gazall Lol qal Sl o

el Bl gl agltilly <o a1l gl Jilag gm ol la J2 Lol oly @

@l Bgal LR YL il pysel ylg o

slgdst ol gibg ol ism slicl @l ogmy @losa g @algs sl oly @
g lagal gl gl

Laslis mia Alai¥U alill oLinl gt g3 2y Bl oly

oo sl leas olaill dgin sm Sk Epbll gilagles Jasinl fly o
gy

8 iy pudag sl Jald o sarl L 2y @

syais Jgol la gl Dl



by 3 — ) S dmslr
by by dupahy Gl 4

g soll Jldl @ 532l o Hell

isgshl
.............................. L pa a,g-t}ls s..\.~o§3.v3 KIPRY
295k g4
J.plfig 1990 jo 0 05 g esissh

bl o8 alygiall daladd Jooil

— sl 2l — Sl g el — WA LU 2 At Cilals
s fglS — Sledle — Ul
5351 (o 45 oS Lol 31 5] s

g B9y (30 1 Sted)
Lol L ple 3 ]
3y 9t o) LSw : Bl

dabalt sl Y ple 3 3]

r Lt o191 ple § 3l
ot s o3l ue o)

Yogall ple 3 Sl
x I S Bl
slael < Lygand! eLoSIH rJ; éa;ta.,iw‘

Ly ke 1

Qigdalt sl V1 ple 3 S
$Has soh )

\ JULY b § S






