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RESUME

La radiovirothérapie est définie comme étant 1’utilisation de virus infectant les
cellules cancéreuses pour guider un traitement radio-isotopique. Les virus oncolytiques sont
des virus capables de se répliquer sélectivement dans les cellules cancéreuses, et de tuer ces
cellules. Associer une radiovirothérapie a une radiothérapie externe est une méthode
innovante pour augmenter la dose totale d’irradiation sélectivement dans la tumeur. L’objectif
de ce travail a été d’évaluer une approche de radiovirothérapie avec un virus de la rougeole
oncolytique codant le symporteur sodium/iodure NIS (MV-NIS). MV-NIS a été associé a un
traitement par **1, & une radiothérapie externe, et & un traitement par SAR-020106, un nouvel
agent radiosensibilisant inhibiteur de Checkpoint-1. Cette approche a été testée dans des
modeles de cancer ORL et colorectal (HCT-116). In vitro, 1’association de MV-NIS et de
radiothérapie externe a eu des effets antitumoraux synergiques. La radiothérapie a augmenté
I’expression fonctionnelle du NIS dans les cellules infectées. SAR-020106 a eu des effets
synergiques avec la radiothérapie externe et avec MV-NIS. MV-NIS a permis de guider un
traitement par *!I dans les cellules infectées. Dans les cellules HCT-116, cet effet a été
augmenté par SAR-020106. Dans un modele murin de xénogreffe tumorale sous-cutanée
HCT-116, MV-NIS et une radiothérapie externe ont eu des effets synergiques. La
quadrithérapie a eu une activité antitumorale significative, avec amélioration de la survie des
animaux. Ces résultats supportent fortement de futures recherches translationnelles et

cliniques sur I’association de MV-NIS, de radiothérapie et d’agents radiosensibilisants.



ABSTRACT

Radiovirotherapy is defined as the use of viruses to deliver radioisotopic treatment
into infected cells. Oncolytic viruses are able to selectively target and kill cancer cells.
Combining external beam radiation therapy (EBRT) with radiovirotherapy is an innovative
method to increase the total radiation dose selectively within tumour cells. Our aim was to
evaluate a radiovirotherapy approach using Edmonston strain measles virus engineered to
express the sodium/iodide symporter NIS (MV-NIS). We evaluated the therapeutic efficacy of
a combination of MV-NIS, NIS-guided radioiodide, EBRT and a specific checkpoint-1
inhibitor (SAR-020106). This approach was investigated in head and neck and colorectal
(HCT-116) cancer cells lines. We show that EBRT and MV-NIS exerted synergistic in vitro
anti-tumour effects. EBRT increased NIS expression in infected cells. SAR-020106 had
synergistic antitumour effect both with EBRT and with MV-NIS. We have demonstrated that
MV-NIS mediated **1 toxicity. In HCT-116 cells, this effect was enhanced by SAR-020106.
In vivo, we have demonstrated that MV-NIS and EBRT had synergistic effects in an HCT-116
subcutaneous tumour model. The combination of MV-NIS, virally-directed **!I, EBRT and
SAR-020106 was evaluated in vivo in the same HCT-116 tumour model. This quadruplet
regimen had significant antitumour activity, associated with an increased survival of animals.
Our study strongly supports further translational and clinical research on MV-NIS in
combination with radiation therapy and radiosensitising agents.



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1. La radiovirothérapie : principes et perspectives.

Introduction

La radiovirothérapie est définie par I’utilisation de virus infectant sélectivement les
cellules cancéreuses pour guider et améliorer un traitement radio-isotopique. Les virus
peuvent également étre utilisés comme agents thérapeutiques sans nécessité de transgene
thérapeutique (virothérapie). La majeure partie des études en radiovirothérapie publiées
rapporte 1’utilisation du transgéne du symporteur Sodium/lodure (NIS) pour incorporer
1’élément radioactif dans les cellules. Cette stratégie s’inspire du traitement par iode-131 (**'1)
prescrit dans la prise en charge du cancer de la thyroide. Le but du traitement d'éliminer grace
aux radiations émises lors de la désintégration de 1311 les cellules qui n'ont pas été affectées

par le virus (effet bystander) (figure 1). Cette approche, ses limites actuelles et ses

perspectives sont détaillées dans ce chapitre.

Le symporteur Sodium/lodure (NIS)

NIS est un membre de la famille des symporteurs sodium/solutés. Les symporteurs de
cette famille sont présents chez les procaryotes et les eucaryotes. Ils catalysent 1’entrée, dans
le cytoplasme de la cellule, de solutés chargés negativement, en utilisant le gradient
électrochimique Na+/K+. Ce gradient obtenu grace a I'action de la pompe NA+/K+ ATPase .
NIS catalyse I’entrée et la concentration d’ion iodure dans la cellule. Il est principalement

exprimé au pole basolatéral des cellules folliculaires de la thyroide et permet le transport actif



d’iodure dans ces cellules. Les ions iodure sont ensuite transportés dans la lumiére folliculaire

et oxydés sous I’action de la thyroperoxydase puis organifiés sur les résidus tyrosyles de la

Figure 1. Principe de la radiovirothérapie. Le symporteur Sodium/Iodure (NIS) s’exprime a la
surface des cellules infectées par le virus. Dans le cas d’un traitement avec iode-131, le radio-
isotope est capté par les cellules exprimant le NIS. Le rayonnement 3 ayant une pénétration
dans I’eau voisine de 0.4 mm, les cellules environnantes n’exprimant pas le NIS sont irradiées

(effet bystander).
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thyroglobuline, générant des iodotyrosines. Le couplage de ces iodotyrosines aboutit a la
formation des hormones thyroidiennes T3 et T4 2. NIS est également exprimé dans d’autres
tissus extra-thyroidiens : muqueuse gastrique, glandes salivaires, tube digestif, glande
mammaire en période de lactation * . Des études de RT-PCR du géne NIS ont également
retrouvé une transcription du géne dans I’hypophyse, le pancréas, les testicules, les ovaires, le
thymus, les poumons, la prostate, le cceur, les reins et les glandes surrénales >0 L’expression
de NIS dans ces tissus est bien moindre que dans la thyroide, et le r6le de NIS y est méconnu.

Le géne humain du NIS (hNIS) a été cloné en 1996 . Il partage 83 % d’homologie
avec le géne du NIS du rat (rNIS) cloné un peu plus tot la méme année 8. Le géne hNIS code
pour une protéine de 643 acides amines, ayant 13 domaines trans-membranaires avec une
extrémité C-terminale intracellulaire et une extrémité N-terminale extracellulaire. La
localisation de NIS a la membrane est essentielle a sa fonction. La transcription du gene dans
la thyroide est principalement régulée par la TSH. La TSH stimule la transcription du géne en
stimulant I’activité du promoteur human NIS upstream enhancer (1(NUE) °. La TSH module la
phosphorylation de NIS et participe & la régulation post-transcriptionnelle de NIS ' . En
I’absence de TSH, NIS est redistribué de la membrane vers le compartiment intracellulaire 10
D’autres facteurs sont impliqués dans la régulation de NIS. Le pituitary tumor transforming
gene (PTGG), proto-oncogene surexprimé dans les cancers folliculaires de la thyroide, et le
PTGG-binding factor (PBF) inhibent la transcription du géne NIS, en inhibant I’activité de
hNUE *2. PBF délocalise NIS vers le compartiment intracellulaire *°. La surexpression de ces
inhibiteurs de NIS dans les cancers thyroidiens pourrait avoir un impact négatif surle

12, 14

pronostic et 1’efficacité du traitement par iode-131 de ces tumeurs . D’autres régulateurs

de NIS sont identifiés. La stimulation de NIS induite par TSH est inhibée par I’interleukine-1,
15, 16

le TNF-a, I’interféron a, 1’interféron B et I'interféron y dans les cellules thyroidiennes

L’acide tout-trans rétinoique (atRA) stimule I’expression de NIS dans les cellules prostatiques



18, 19 ou

et mammaires *’. Cette stimulation est majorée par un traitement par dexaméthasone
par la carbamazépine dans les cellules mammaires %. De plus, la dexaméthasone augmente
I’expression de NIS et I’efficacité d’un traitement par iode-131 dans un modele de cancer de
prostate 2l La prolactine, I’insulin growth factor (IGF-I et IGF-II), les cestrogeénes stimulent
’expression de NIS dans des cellules de cancer du sein % %%, Dans des cellules de cancer
papillaire de la thyroide, 1’inhibition des voies de signalisation MEK/ERK, SAPK/INK et
PI3K stimulent I’expression de NIS 245 Cependant, I’inhibition des voies de la PI3K et de la
p38 MAPK inhibe I’expression de NIS induite par 1’acide tout-trans rétinoique dans des
cellules de cancers du sein %°. La connaissance de ces mécanismes de régulation est essentielle
pour optimiser les actuels et futurs traitements utilisant I’expression de NIS afin de guider un
traitement radio-isotopique.

L’iode radioactif est utilisé depuis plus de 60 ans dans le traitement de pathologies
thyroidiennes. L’iode-131 est utilisé dans le traitement de la maladie de Basedow %’. L’iode-
131 a egalement plusieurs indications dans le traitement du cancer bien différencié de la
thyroide. Il peut étre recommandé en traitement adjuvant aprés thyroidectomie en cas de
métastases a distance connues, de tumeur primitive de plus de 4 cm ou de tumeur avec large
extension extra-thyroidienne. Il peut étre peut étre recommandé en cas de tumeur entre 1 et 4
cm, avec extension ganglionnaire ou autres facteurs de risque. Il peut aussi étre recommandé

dans le traitement des métastases diagnostiquées dans le suivi de la maladie %.

Vectorisation du NIS par des virus : applications en imagerie et thérapie

Applications en imagerie in vivo

Avant d’envisager un traitement radio-isotopique dans un modele tumoral, il convient

de s’assurer de I’expression fonctionnelle du NIS dans les cellules cancéreuses infectées par le



virus. In vitro, il est possible d’évaluer la captation d’iode par les cellules. En utilisant des
inhibiteurs compétitifs du NIS comme le perchlorate de potassium, on peut s’assurer que la
captation d’iode observée est bien liée a I’expression de NIS. NIS peut guider I’entrée de
nombreux radio-isotopes dans la cellule (lode-123, lode-124, lode-125, lode-131,
Technétium-99m, Rhénium-186, Rhénium-188, Astate-211), multipliant les possibilités de
son utilisation en thérapie métabolique ou en imagerie * (tableau 1). In vivo, ’expression de
NIS peut étre visualisée avec différentes techniques d’imagerie et en utilisant différents
traceurs. La scintigraphie planaire est une technique relativement peu couteuse et accessible,
mais offre une résolution moindre que les autre techniques et ne permet pas de reconstruction
en 3 dimensions de I’image. La tomographie par émission de positons (TEP) nécessite

I’utilisation d’isotopes émetteurs de positons comme le °F, le C et le 1.

Ces positons
rentrent en collision avec des électrons de la matiere environnante, cette annihilation émettant
des photons vy partant dans la méme direction mais en sens oppose, détectés par des capteurs
disposés en anneau autour de 1’animal ou du patient. La technique permet une reconstruction
en 3 dimensions. La Tomographie d'émission monophotonique (TEMP) (ou Single Photon
Emission Computed Tomography) nécessite 1’utilisation de radio-isotopes émetteurs de

123 29,30 Ces techniques ont été évaluées pour le suivi de la

photons y comme le ¥ Tcet le
distribution du NIS délivré par un virus **%. Il existe des appareils de TEP et TEMP destinés
a la recherche sur petits animaux. Le TEP et le TEMP peuvent de plus étre couplés a une
imagerie par tomodensitométrie (TDM). Une étude a évalué l’injection intra-tumorale de
virus de la rougeole recombinant codant le géne NIS dans des tumeurs pancréatiques

implantées dans le tissu sous-cutané de souris nude. Un micro-TEMP couplé a la TDM a

donné une estimation plus précise de la capture d’*?®l dans la tumeur que le



Tableau 1. Utilisation potentielle en oncologie des radio-isotopes transportés dans la cellule
par le symporteur Sodium/lodure

Radio-isotope

Technétium-99m

Utilisation

Imagerie

Commentaire

Scintigraphie et tomographie d’émission monophotonique

lode-123 Imagerie Scintigraphie et tomographie d’émission monophotonique
lode-124 Imagerie Tomographie par émission de positons
lode-125 Imagerie et thérapie Emetteur B— et y de faible énergie. Demi-vie longue (60
jours)
lode-131 Imagerie et thérapie Emetteur B— et y de haute énergie
Utilisation courante dans le traitement du cancer de la
thyroide
Demi-vie d’activité = 8 jours
Rhénium-188 Thérapie Emetteur p—
Demi-vie d’activité = 17h
Energie delivrée sur plusieurs millimétres
Intérét pour le traitement de grosses tumeurs
Astate-211 Thérapie Emetteur de particules o

Energie délivrée sur quelques dizaines de micrometres.

Intérét pour le traitement de petites tumeurs.




microTEMP seul **. Ces techniques d’imagerie permettent d’étudier in vivo la biodistribution
spatiale et temporelle du NIS. Le temps séparant l'injection du virus du pic d’expression de
NIS dépend du virus utilisé, de la voie d’administration (intratumorale, intrapéritonéale,
intraportale, intraveineuse) et de la tumeur elle-méme. Par exemple, le pic d’expression a été
obtenu 9 jours aprés injection intraveineuse d’un virus de la rougeole dans un modele murin
de myélome *, et 2 jours aprés injection intratumoral d’adénovirus dans un modéle de cancer
colorectal *. Pour un méme modéle tumoral, un méme virus de la rougeole et une voie
d’administration identique, le temps du pic d’expression peut également varier. Pour §
animaux traités dans un modéle sous-cutané de cancer pancréatique, 5 ont eu un pic
d’expression voisin du sixiéme jour post-infection, 3 ont eu ce pic proche du troisiéme jour .
L’intérét de 1’imagerie in vivo de I’expression du NIS dans les études précliniques est donc
double : elle permet de s’assurer de la sélectivité de I’expression du NIS dans les tissus
cancéreux ainsi que de déterminer le moment ou le pic d’expression de NIS est atteint, pour
décider ensuite du temps optimum pour le traitement avec le radio-isotope thérapeutique. Une
étude de phase 1 a montré la faisabilité des injections intratumorales d’adénovirus codant le
NIS dans des cancers de prostate, et de ’imagerie in vivo de 1’expression du NIS 3 Le virus
de la rougeole codant le NIS (MV-NIS) est en évaluation dans un essai clinique de phase | de
traitement du myélome, en association ou non avec le cyclophosphamide, avec étude de
biodistribution en imagerie par 13| %,

Adénovirus, virus de la rougeole, de la stomatite vésiculaire (VSV) et de la vaccine,
baculovirus ont été modifiés pour coder le géne NIS. Différentes études ont évalué un

131 en mesurant la

traitement associant 1’injection de virus suivi d’un traitement par
croissance tumorale et la survie des animaux. In vivo, 1’association d’un traitement par

injection d’adénovirus codant le géne NIS suivi d’un traitement par B3I a montré un effet

antitumoral supérieur au traitement par virus seul dans des modeéles de cancer colorectal **, du

12



pancréas ‘> *, d’hépatocarcinome ** **, de prostate **, de cancer médullaire de la thyroide **,
du sein %, de I’ovaire *'. Cette stratégie a aussi montre une efficacité avec le virus de la
rougeole dans des modéles de cancer du pancréas *°, de cancer de prostate *® et de myélome

% ainsi qu’avec le VSV dans modéle de myélome “°.

Utilisation du radio-isotope a visée thérapeutique

L1 est le radio-isotope le plus communément utilisé dans les études précliniques.
D’autres radio-isotopes sont cependant candidats a une utilisation en radiovirothérapie. Le
rhénium-188 est également un émetteur 3— de haute énergie. Sa demi-vie d’activité est de 17
heures (celle du **'I est de 8 jours), permettant de délivrer de fortes sur une courte période.
Dans un modéle de gliome exprimant le NIS, un traitement par rhénium-188 a été plus
efficace sur la survie qu’un traitement par *>*1 °°. Dans un modéle in vivo de tumeur
prostatique (cellules LNCaP modifiées pour exprimer le NIS), le traitement par rhénium-188 a
montré une efficacité anti-tumorale identique & celle du ***I pour les petites tumeurs, mais a
été supérieur pour les tumeurs plus volumineuses (plus de 200 mm?®) *!. L’astate-211 (***At)
est un émetteur de particules a.. Les particules o délivrent dans un tissu biologique une trés
forte énergie (6.8 MeV) sur un trajet trés court (de 1’ordre de quelques dizaines de
micrométres) 2. Leur utilisation serait donc intéressante, notamment pour le traitement de
petites tumeurs. Dans un modele in vivo de tumeur sous-cutanée KI1-NIS (cellules
thyroidiennes exprimant le NIS), un traitement par injections intra-péritonéales d’***At a
permis une régression compléte des tumeurs >. Un effet antitumoral a également été observé
dans un modéle de cancer de prostate exprimant le NIS °* L’utilisation du ?!At est
actuellement limitée par sa faible disponibilité.

Plusieurs facteurs peuvent cependant limiter D’efficacit¢ de ce traitement. La

distribution de I’infection virale et de 1’expression du NIS peut étre insuffisante dans la

13



tumeur, ou insuffisamment homogene. La séquence thérapeutique peut étre inadéquate, avec
injection du radio-isotope en dehors du pic d’expression du NIS. La tumeur peut é&tre
résistante aux radiations. En raison de mécanismes d’efflux, le temps de présence de radio-
isotope dans les cellules peut étre insuffisant. Différentes approches sont donc étudiées pour

optimiser cette stratégie thérapeutique.

Quelles perspectives pour ameliorer cette stratégie ?

Inhiber Pefflux d’iode dans les cellules infectées

L’efflux d’iode dans les cellules transfectées est une limite importante a 1’efficacité du
traitement utilisant NIS. En effet, il n’y pas d’organification de 1’iode dans les cellules non
thyroidiennes, ce qui limite la rétention de 1’iode dans les cellules. La co-infection de cellules
non thyroidiennes par un adénovirus codant le NIS et un adénovirus codant la TPO a permis
d’augmenter 1’organification de I’iode dans les cellules, sans augmenter son temps de
rétention >°. Cependant, dans une autre étude, la transfection de cellules de cancer pulmonaire
par des plasmides codant le NIS et la TPO a augmenté 1’organification, la rétention de 1’iode

% Les données sont donc discordantes. Des dérivés de

et I’apoptose radio-induite
I’imidazothiazole peuvent inhiber I’efflux d’anions ou promouvoir sa relocalisation

intracellulaire. Ces dérivés peuvent augmenter la rétention d’iode dans des modéles animaux

57,58

Améliorer le vecteur viral

Une autre limite du traitement peut étre I’insuffisance de 1’infection de la tumeur par le

virus et de I’expression du NIS. Les stratégies développant des virus dits « oncolytiques »

14



sont en développement. Ces virus « oncolytiques » sont des virus 1) capables de se répliquer
dans les cellules cancéreuses et 2) d’avoir une activité cytotoxique spécifiquement contre les
cellules cancéreuses. Certains virus comme les réovirus ont une propriété oncolytique
naturelle. D’autres virus doivent étre génétiquement modifiés. Un certain nombre de stratégies
peuvent étre utilisées dont les principes sont:

1) Des genes viraux nécessaires a la réplication du virus dans les cellules normales,
mais pas dans les cellules cancéreuse, peuvent étre supprimés.

2) Des génes viraux peuvent étre placés sous le contr6le de promoteurs spécifiques des
cellules cancéreuses.

3) Les virus peuvent étre modifiés pour devoir se fixer & des récepteurs cellulaires
spécifiques des cellules cancéreuses .

Des virus oncolytiques peuvent étre utilisés comme vecteurs de thérapie génique
permettant une double approche thérapeutique (effet antitumoral du virus lui-méme, et
activité thérapeutique du transgéne). Il existe de nombreux exemples de virus modifiés par
manipulation génétique pour améliorer leurs propriétés thérapeutiques. Ainsi, le virus Herpes
Simplex 1 peut-étre modifié pour lui conférer des propriétés oncolytiques. Le géne codant
pour le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) peut aussi lui étre
inséré dans le but de stimuler la réponse immunitaire contre les antigenes tumoraux libérés
aprés destruction des cellules cancéreuses par le virus. Un traitement par injections
intratumorales de ce virus a été évalué dans un essai de phase 2, chez 50 patients ayant un
mélanome stade Ilic ou 1V. Le taux de réponse évalué selon les criteres RECIST a été de 26
% (8 réponses complétes, 5 réponses partielles) ®*. Un essai de phase 3 est en cours. Un essai
de phase I, incluant 14 patients avec tumeurs hépatiques primitives ou métastatiques, a évalué
la dose maximale tolérée d'injection intratumorale de JX-594. JX-594 est un poxvirus

oncolytique (virus de la vaccine) modifié par une modification du géne thymidine kinase et
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par l'insertion du gene du GM-CSF. Les patients ont recu une moyenne de 3,4 cycles
d'injections d'intratumorales. Parmi les 10 patients analysés, trois ont montré une réponse
partielle et six ont eu une stabilisation tumorale ®. Ces essais cliniques ont montré des
résultats prometteurs qui doivent bien sur étre confirmés. D’autres virus oncolytiques sont
actuellement évalués dans des essais dont des essais de phase Ill, dans de nombreuses
localisations dont les mélanomes, les cancers ORL, digestifs, de prostate et du systéeme

nerveux central.

Contourner immunité anti-virale

Le systéeme immunitaire peut étre bénéfique et participer a 1’effet anti-tumoral quand
la destruction de la cellule infectée par les virus permet la présentation d’antigénes et leur
reconnaissance par les cellules immunitaires. Il peut aussi cependant avoir une action
antivirale et limiter I’impact du traitement. Il existe pour certains vecteurs et pour certains
patients une possible immunité pré-existante contre le virus, ou une immunité acquise apres
des premiers traitements limitant la possibilité de traitements répétés. Plusieurs stratégies ont
été développées pour limiter cette immunité anti-virale. L’utilisation de transporteurs
cellulaires du virus a pour but de délivrer le virus jusque dans la tumeur sans 1’exposer au
systéeme immunitaire. Cette approche est développée pour plusieurs vecteurs viraux :
adénovirus, VSV, vaccine, virus de la rougeole, rétrovirus, réovirus, virus de la maladie de
Newcastle ® % Une autre stratégie consiste & associer le traitement viral & un traitement
immunosuppresseur. Ces approches sont particulierement détaillées dans le prochain chapitre

consacré au virus de la rougeole.

Associer la radiovirothérapie aux traitements anticancéreux standards

16



L’association aux traitements anticancéreux standards pourrait également permettre
d’améliorer I’efficacité de la radiovirothérapie, en plus de leur activité antitumorale propre.
Des combinaisons de radiothérapie et de thérapie virale ont été testées dans plusieurs essais
cliniques publiés ®. De nombreuses études ont rapporté que la radiothérapie externe associée
a la virothérapie peut avoir une action antitumorale synergique. La thérapie virale pourrait
potentialiser 1’efficacité de la radiothérapie. En fonction des virus et des modeles tumoraux, la
radiothérapie peut majorer I’expression des récepteurs de virus a la surface des cellules, peut
majorer la réplication virale, et peut majorer I’expression des génes viraux . Ainsi, la
radiothérapie externe permet la majoration de I’expression du NIS dans différentes lignées
cellulaire infectées par un adénovirus non réplicatif codant le NIS ®. La radiovirothérapie
peut par ailleurs trouver une place importante dans la prise en charge des cancers traités par
radiothérapie. De nombreuses études rapportent qu’une augmentation de la dose de
radiothérapie permet d’augmenter le taux de réponse locale. Cependant, cette augmentation de
dose est limitée par la toxicité aux tissus sains. Par exemple, dans le traitement du cancer de
prostate, une augmentation de la dose de radiothérapie de 64 a 74 Gy a permis une
augmentation significative du controle de la maladie en termes de survie sans progression
biologique (concentrations de Prostate Specific Antigen), au prix d’une augmentation de la
toxicité du traitement °” 8. Récemment, un essai clinique a évalué par TEMP I’expression du
NIS apres injection intratumorale dans des cancers de prostate d’un adénovirus réplicatif
codant le NIS (une séance d’injection en douze points dans la prostate). Il a été estimé qu’en
cas de traitement par *¥'I (200 mCi), la dose délivrée aurait été de 7.2 + 4.8 Gy, dose
insuffisante & elle seule pour étre efficace ®. L’optimisation de la radiovirothérapie et son
association a la radiothérapie externe pourraient donc permettre d’aboutir & une majoration de
la dose totale d’irradiation aux cancers en limitant la toxicité aux tissus sains. L’utilisation de

traitements radiosensibilisants innovants comme les inhibiteurs de réparation de I’ADN
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pourraient s’ajouter efficacement a cette combinaison thérapeutique °® ”°. Des associations de
thérapies virales a des chimiothérapies standards ont été testées en association a de nombreux
virus oncolytiques in vitro, in vivo et en cours d’essais cliniques. Des agents alkylants
(cyclophosphamide, cisplatine, témozolomide), stabilisants du fuseau (paclitaxel et
docétaxel), intercalants (doxorubicine), la mitomycine C ont montré des effets antitumoraux
synergiques avec des thérapies virales dans de multiples modéles tumoraux "*. Ainsi, la
radiovirothérapie pourrait s’associer aux thérapies anticancéreuses actuelles, celles-ci
pourraient ajouter leur activité antitumorale propre mais aussi potentialiser la

radiovirothérapie.

Radiovirothérapie autrement que par ’utilisation du NIS

Si les stratégies de radiovirothérapie reposent principalement sur 1’utilisation du NIS,
d’autres approches peuvent se développer. Ainsi, un virus de la vaccine a ét¢é modifi¢ pour
coder le gene du récepteur de type 2 a la somatostatine (SSTR2). Les cellules infectées
exprimant le SSTR2 ont été capables de fixer le pentétréotide marqué a I’indium-111 (***In-
pentetreotide, Octroscan®). En imagerie in vivo, il a été possible de suivre la biodistribution
du traceur et donc de I’expression des génes viraux 2. En thérapie in vitro, un traitement
combinant le virus a faibles doses et DOTATOC (DOTA-d-Phe(1)-Tyr(3)-octreotide) marqué

a I’indium-111 ou au lutétium-177 a montré sa capacité antiproliférative . Des études

comparant cette stratégie avec celle basée sur le NIS sont nécessaires.

Conclusion
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La radiovirothérapie est une technique innovante ayant pour but de délivrer un
traitement radio-isotopique sélectivement dans la tumeur. Des essais cliniques ont montré la
faisabilit¢ de I’imagerie de I’expression du NIS aprés transduction virale du géne.
L’utilisation de 1’iode-131 mais aussi d’autres radio-isotopes (rhénium-188, astate-211), le
développement d’inhibiteurs de I’efflux de I’iode radioactif I’amélioration des vecteurs viraux
avec les virus oncolytiques, les techniques de contournement de I’immunité antivirale,
I’association de la radiovirothérapie avec la chimiothérapie ou la radiothérapie externe
devraient permettre d’améliorer cette stratégie. Ces nombreux travaux précliniques montrent

les pistes permettant d’envisager la radiovirothérapie dans de futurs essais cliniques.

19



Chapitre 2. Pourquoi sélectionner le virus de la rougeole

dans des stratégies de thérapie virale et de radiovirothérapie ?

Introduction

La rougeole est une maladie potentiellement mortelle justifiant une large campagne
de vaccination. Récemment, des souches atténuées ont montré des propriétés oncolytiques,
c’est-a-dire qu’elles sont capables d’infecter sélectivement des cellules cancéreuses, de s’y
répliquer, et de tuer ces cellules. Ces propriétés ont stimulé de nombreuses recherches sur
I’utilisation du virus de la rougeole comme traitement anticancéreux. L’objectif de cette revue
est de présenter les avancées ayant conduit a la réalisation d’essais cliniques évaluant
I’utilisation du virus de la rougeole en cancérologie, de souligner les obstacles a surmonter et

de préciser les derniéres recherches qui permettent d’envisager les futurs essais cliniques.

Bases biologiques

La rougeole est une maladie le plus souvent bénigne mais dont les complications
peuvent étre mortelles. Sont particulierement redoutées 1’encéphalite post-virale et les
complications infectieuses liées a I’'immunosuppression induite par le virus. Ces
complications justifient une stratégie vaccinale visant a 1’éradication du virus. Grace aux
programmes mondiaux de vaccination de ’OMS et de ’'UNICEF, le nombre estimé de déces
attribués au virus de la rougeole a diminué de 733000 en 2000 a 164000 en 2008. Ces déces

surviennent trés majoritairement dans les pays pauvres & faible couverture vaccinale ™. La
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résurgence d'épidémies de rougeole depuis 2008 souligne la nécessité d’une couverture
vaccinale optimale pour protéger I’ensemble de la population. Le premier isolat viral a été
identifié en 1954 chez un patient, David Edmonston °. Plusieurs passages en culture de ce
virus d’Edmonston dans différentes lignées cellulaires ont entrainé un glissement génétique
du virus permettant d’isoler des souches a pouvoir pathogéne atténué, utilisées en vaccination.
Les vaccins utilisés depuis les années 1960 contre la rougeole sont des vaccins vivants
atténués. Le vaccin est sdr, efficace et tres peu couteux.

Le virus de la rougeole est un morbillivirus de la famille des paramyxoviridae.
C’est un virus enveloppé a ARN simple brin de polarité négative, de diamétre compris entre
150 et 350 nm. Le génome contient 15894 nucléotides, 6 genes (N, P, M, F, H, L) codant 8
protéines (N, P, M, F, H, L, V, C). Le gene P code la phosphoprotéine P et deux autres
protéines non structurelles (V et C) par édition de I’ARN et cadre de lecture alternatif.
L’organisation du virus est illustrée dans la figure 2. Les protéines H, F et M sont les
protéines membranaires. Les protéines H et F sont enchassées dans la membrane lipidique. La
glycoprotéine H (hémagglutinine) est transmembranaire, elle est responsable de I’attachement
du virus a I’un des trois récepteurs cellulaires connus, les clusters de différenciation CD150,
CD46 et la Nectin-4 "® 7. Apreés fixation de la protéine H & son récepteur, la protéine de
fusion F change de conformation et permet la fusion a pH neutre de la membrane virale avec
la membrane cellulaire. La membrane est tapissée a sa face interne par une matrice faite de
protéine M. Les protéines N, P et L sont les protéines de la nucléocapside. L’ARN est
complexé a la nucléoprotéine N. Pour étre fonctionnelle, la polymérase virale L a besoin
d’étre intégrée dans un complexe de transcription formé par les protéines N, P et L. Les
protéines non structurales V et C jouent un rdle dans I’immunosuppression induite par le

Virus.
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Figure 2

a) Représentation du virus de la rougeole. L’enveloppe est constituée par la membrane
lipidique tapissée par la matrice (protéine de la matrice M), les glycoprotéines H se
liant aux récepteurs cellulaires du virus et les protéines de fusion F. La nucléocapside
est constituée de I’ARN virale entouré des nucléoprotéines N, de phosphoprotéines P
et de polymeérases virales L.

b) Représentation du génome viral. Les 6 génes N, P, M, M, H et L sont représentés. Le
gene P code pour la protéine P mais aussi les protéines non structurales V et C.

a)

Leader Trailer
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Rationnel pour ’utilisation du virus de la rougeole en cancérologie

L’infection par le virus de la rougeole entraine la fusion de la cellule infectée avec
des cellules voisines pour former des cellules géantes multinucléées (syncytium) pouvant
contenir une centaine de noyaux. (figure 2). Les cellules infectées meurent ensuite par
apoptose. Dans les années 1970, plusieurs cas de régressions de lymphomes aprés infection

rougeoleuse ont été publiés "%

, suscitant un intérét pour 1’utilisation du virus dans un but
thérapeutique. Une étude clinique de phase 1 a inclus 5 patients atteints d’un lymphome
cutané T et traités par injections intratumorales de virus de la rougeole (souche Edmonston-
Zagreb) aprés un prétraitement systémique par interféron-o.. Un patient a eu une réponse
mineure au traitement, 3 patients ont eu une réponse partielle et un dernier a eu une réponse
compléte 8. Ces résultats ont été obtenus avec de faibles doses de virus et un traitement par
interféron visant a limiter la propagation virale. Malgré le faible effectif de patients et le
traitement par interféron ayant pu biaiser les conclusions, cette étude a stimulé I’intérét pour
I’utilisation du virus de la rougeole en cancérologie. Plus récemment, ’utilisation du virus de
la rougeole codant I’antigéne carcino-embryonnaire (MV-CEA) a été testée cliniquement.
Une ¢étude de phase 1 avec escalade de dose a inclus 21 patientes ayant un cancer de I’ovaire
progressif, persistant ou récurrent aprés chimiothérapie par paclitaxel et sels de platine. Les
patientes ont été traitées par injections intrapéritonéales répétées de MV-CEA. L’ACE a été
détectable dans le liquide péritonéal chez 3 patientes et une élévation de la concentration
d’ACE a été détectable dans le sang chez les 3 patientes traitées avec les plus fortes doses.
Aucune toxicité limitante n’a été observée et la survie médiane a été de 12 mois, avec un effet
bénéfique variable selon la dose virale. 1l y a eu 9 stabilisations tumorales pour 9 patientes

traitées avec les plus fortes doses, contre 5 pour 12 patientes traitées avec les faibles doses .
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Ces données cliniques soulignent la bonne tolérance du traitement et encouragent la poursuite
des recherches sur I’utilisation du virus.

La sélectivité de 1’infection virale pour les cellules cancéreuses est primordiale pour
son utilisation comme agent thérapeutique. Le virus sauvage de la rougeole se lie au récepteur
cellulaire CD150 ou SLAM (signaling lymphocyte activation molecule), sélectivement
exprimé & la surface de certaines cellules B et T et expliquant le lymphotropisme primaire du
virus ®. En 2011, un autre récepteur cellulaire du virus sauvage a été identifié. La protéine de
jonction intercellulaire PVLR4 (poliovirus-receptor-like-4), aussi nommée nectin-4, peut en
effet lier le virus et est exprimee & la surface des cellules épithéliales, notamment trachéales,
et expliquant 1’épithéliotropisme secondaire du virus. Elle est aussi surexprimée a la surface
de cellules cancéreuses pulmonaires, mammaires, coliques et ovariennes. Cette surexpression
peut donc en partie expliquer la sélectivité tumorale de 1’infection par le virus de la rougeole
7877 1 es souches vaccinales du virus de la rougeole dérivées de la souche d’Edmonston se
lient préférentiellement au récepteur cellulaire CD46 ®°. CD46 est exprimé & la surface de
toutes les cellules nucléés mais est surexprimé a la surface des cellules cancéreuses par
rapport aux cellules normales, pouvant expliquer la sélectivité du virus pour les cellules
cancéreuses et I'intérét de cette surexpression pour l’utilisation thérapeutique des souches
vaccinales en cancérologie .

Des souches du virus de la rougeole peuvent donc avoir un effet cytotoxique avec

une selectivité pour les cellules tumorales. Pour envisager une utilisation en pratique clinique,

plusieurs difficultés doivent cependant étre surmontées. Ces enjeux sont discutés ci-dessous.

Les enjeux

Améliorer la sélectivité antitumorale
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La capacité de liaison de la protéine virale H avec les récepteurs cellulaires est
fondamentale dans la sélectivité de 1’infection. Des modifications de cette protéine H peuvent
donc améliorer la spécificité de liaison du virus en la redirigeant vers des cellules exprimant
un récepteur spécifique, avec ou sans perte d’utilisation des récepteurs SLAM, CD46 et
PVLR4 (figure 3). Ainsi, la protéine H a pu étre modifiée pour se lier au récepteur PSCA
(prostate stem cell antigen) exprime sur les cellules cancéreuses prostatiques et pancréatiques

N . . . oy, , . 88
87 4 I’antigéne carcinoembryonnaire exprimé sur les cellules cancéreuses coliques ®, au

89

CD20 exprimé par les cellules lymphomateuses “°, a I’EGFRVIII ou au récepteur de

I’interleukine-13 surexprimés sur les cellules de gliome *

, OU encore au prostate-specific
membrane antigene (PSMA) surexprimé sur les cellules prostatiques *2. Cette redirection de la
liaison virale doit permettre d’augmenter la sécurité¢ du traitement. Par exemple, dans un
modele de souris transgénique exprimant CD46, un traitement par injection intracérébrale du
virus sans mutation de H a entrainé une neurotoxicité majeure. Les animaux traités avec le
virus exprimant I’interleukine 13 a I’extrémité C-terminale de la protéine H n’ont présenté
aucun de signe de toxicité ®*. 1l faut noter que le virus utilise exclusivement des récepteurs
humains, les études de toxicité du virus chez I’animal sont donc difficiles. Des souris
transgéniques exprimant CD46 ou CD150 humain ont alors été créées. De plus, la réponse
immunitaire innée de la souris empéche 1’infection, d’ou I’utilisation de souris incapables de
répondre au médiateur de I’immunité inné, I’interféron (souris sans récepteur a 1’interféron).
La réponse innée étant cruciale pour le contréle des infections virales, I’interprétation des
résultats in vivo obtenus avec ces souches de souris est cependant rendue difficile.

D’autres méthodes d’amélioration de la sélectivité ont été évaluées. Les cancers
sécretent des métalloprotéases de la matrice extracellulaire. Un virus a été modifié pour que

I’activation de sa protéine F soit dépendante de métalloprotéases de cellules cancéreuses.

Comme précédemment, ce virus a une efficacité antitumorale comparable & un virus non
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modifié dans un modele de fibrosarcome, mais sans neurotoxicité dans les souris codant

CD46 et ne codant pas le récepteur a I’interféron *.

Une autre approche pour majorer la
sélectivité du virus a été décrite dans un modele de glioblastome. L’ARN interférent
microRNA-7 est régulé négativement dans les cellules de gliome, mais non dans le tissu
cérébral normal. Un virus de la rougeole dont I’expression des génes viraux et la réplication
sont particulierement sensibles au microRNA-7 a donc été créé. L’effet du virus est trés
atténué dans des cellules normales, mais reste intact dans des xénogreffes de glioblastome *.
Les manipulations du virus peuvent permettre d’améliorer la sélectivité antitumorale
pour épargner les cellules saines, mais doit aussi permettre de limiter la propagation virale a
I’entourage du patient traité. L’excrétion dans les voies respiratoires de virus infectieux a été
rapportée au moins une fois aprés vaccination *, d’ou un risque potentiel de contagion. Si le
risque pour un entourage sain est dérisoire en cas de vaccination, I’administration de virus a
haute dose a visée thérapeutique présente un risque que 1’on ne peut ignorer en milieu
hospitalier a cause d’un contact toujours possible avec des malades en état
d’immunodépression. Pour empécher 1’excrétion du virus, des mutations déléteres pour la
liaison du virus au récepteur Nectin-4 ont été introduites dans la glycoprotéine H. Le virus

muté étant incapable d’infecter les cellules épithéliales prévient ainsi tout risque de contagion,

comme cela a été démontré chez le singe .

Contourner ’immunité antivirale

S’immuniser contre le virus de la rougeole (par vaccination, par maladie, ou par
injections répétées du virus dans un protocole thérapeutique) pourrait limiter 1’efficacité du
traitement viral. Trouver des moyens d’échapper a cette immunité est donc essentiel pour

développer a I’avenir cette stratégie.
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Incorporer le virus dans une cellule elle-méme capable de cibler les cellules
cancereuses est une approche en évaluation. Ainsi des monocytes ou des cellules
endothéliales infectées par le virus de la rougeole peuvent délivrer le virus dans les cellules
tumorales par hétérofusion. Pour évaluer Uefficacité du traitement viral en cas
d’immunisation préexistante, des souris peuvent étre passivement immunisées par injection de
sérum ou d’anticorps neutralisants contre le virus avant traitement. Dans un modéle murin de
tumeur péritonéale disséminée (cellules HUH7 de carcinome hépatocellulaire) et de
traitement par injections intra-péritonéales du virus, la pré-incubation du virus avec des
anticorps neutralisants a aboli ’infection des tumeurs. En revanche, quand le virus a été
introduit dans des monocytes (U-9370) ou dans des cellules endothéliales, I’infection a été
efficace, méme en présence d’anticorps neutralisants °° Dans un autre modéle de tumeur
péritonéale (cellules ovariennes SKOV3ip.1) chez des souris athymiques mais passivement
immunisées par injection de sérum anti-virus de la rougeole, I’injection intrapéritonéale de
cellules souches mésenchymateuses infectées par le virus a permis d’augmenter la survie des
souris, contrairement au traitement par virus seul ou cellules souches mésenchymateuses
seules ®. Plus récemment, des cellules myélomateuses mortellement irradiées ont cependant
pu étre infectées par un virus de la rougeole et ont ensuite pu délivrer le vecteur viral dans des
cellules de myélome malgré la présence de sérum immun contre le virus de la rougeole. In
vivo, dans un mod¢le de myélome, I’injection intraveineuse du virus n’a eu d’efficacité anti-
tumorale que chez les souris non immunisées. En revanche, le traitement par cellules
myélomateuses irradiées infectées par le virus a démontré une activité antitumorale chez les
souris immunisées et non immunisées .

Une autre stratégie consiste a associer le traitement viral a un traitement
immunosuppresseur. Le cyclophosphamide a montré sa capacité a prolonger I’expression de

100

génes viraux Dans un modele murin d’adénocarcinome colique, 1’association de
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cyclophosphamide au traitement par un virus de la rougeole armé d’un géne suicide a permis
de retarder 1’apparition d’anticorps neutralisants le virus, et d’augmenter la réponse tumorale

avec 90% de réponse compléte

Une stratégie combinant virus de la rougeole et
cyclophosphamide a été évaluée dans une étude préclinique du traitement du myélome **, et
un essai clinique de phase I est en cours a la Mayo Clinic. Cependant, un cas d’encéphalite
aigué a inclusion a été décrit chez un enfant immunodéprimé ayant recu une dose vaccinale de

virus la rougeole 1%

. Il faudra donc assurer la sécurité de cette stratégie, en augmentant par
exemple la sélectivité virale.

Une autre méthode innovante d’échappement au systéme immunitaire a ¢été
récemment décrite. L’enveloppe du virus a pu étre modifiée en remplagant la glycoprotéine
originelle par une glycoprotéine d’un paramyxovirus du chien, le virus de la maladie de Carré.
Ce virus pouvait échapper a la neutralisation par des anticorps diriges contre le virus de

rougeole %,

Quelle place dans la stratégie thérapeutique ?

Les modalités optimales du traitement restent a définir. Les injections peuvent étre
locales intratumorales, intrapéritonéales, ou systémiques intraveineuses. Pour leur facilité de
réalisation, les injections intratumorales sont fréquemment utilisées dans les études
précliniques. En clinique, ces injections peuvent étre difficiles ou impossibles en raison de
leur localisation, et des injections répétées peuvent étre limitées en cas de procédure sous
anesthésie générale. Les injections intratumorales peuvent cependant étre particuliérement
intéressantes en cas de tumeur facilement injectable. De plus, des effets antitumoraux a
distance des tumeurs injectées ont été démontrés dans des essais cliniques avec des virus
oncolytiques herpés ou de la vaccine ®" . Des injections intratumorales pourraient donc

rester intéressantes méme en cas de maladie disséminée. L’utilisation d’injections
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systémiques de virus a montré une bonne sécurité d’emploi avec différents virus oncolytiques.
Cette voie d’administration est donc prometteuse, notamment pour les tumeurs non
injectables ou disséminées. La place du traitement viral dans la stratégie thérapeutique reste
également a préciser, pouvant s’intégrer dans des stratégies adjuvantes ou néo-adjuvantes
d’une chirurgie, ou dans le cas de maladies non opérables.

De nombreuses études précliniques ont démontré 1’intérét d’associer une thérapie
virale a une chimiothérapie ou une radiothérapie. La chimiothérapie, en plus de I’effet
immunosuppresseur discuté précédemment, peut avoir un effet synergique avec les thérapies
virales ™. Cette synergie peut par ailleurs étre utilisée dans des stratégies de géne suicide.
Cette stratégie implique D’insertion dans le génome viral d’un geéne codant une protéine
convertissant une prodrogue inactive en métabolite actif dans la cellule infectée. Ainsi, dans
un modele de gliome, un virus de la rougeole a été doublement modifié, codant le gene de la
purine nucléoside phosphorylase, une enzyme convertissant la fludarabine en médicament
actif, et ciblant spécifiquement les cellules exprimant I’antigene CD20. Dans un mode¢le de
lymphome du manteau, ’effet oncolytique a été augmenté chez les souris prétraitées par le
cyclophosphamide, et la réponse tumorale a été compléete chez tous les animaux recevant ce
protocole suivi d’un troisiéme traitment par fludarabine . Dans une autre étude, un virus de
la rougeole a été doublement modifié : d’une part pour coder le géne de la purine nucléoside
phosphorylase, et d’autre part pour se lier spécifiquement a un antigene de cellules souches de
prostate (PSCA), exprimé a la surface des cellules de cancer de prostate mais egalement a la
surface des cellules d’adénocarcinome pancréatique. Ce virus peut infecter selectivement les
cellules cancéreuses pancréatiques, que leur expression de PSCA soit faible ou élevée. In
vivo, le traitement avec la fludarabine potentialise I’effet thérapeutique du virus, y compris

dans des cellules résistantes a la gemcitabine. Ce virus a donc été modifié pour augmenter sa
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sélectivité pour les cellules cancéreuses pancréatiques, et armé d’un géne suicide pour en
augmenter la toxicité ',

La radiothérapie peut également avoir un effet synergique en accroissant 1’entrée
des virus dans les cellules, la réplication virale et I’expression des genes viraux.
Réciproguement, les virus peuvent radiosensibiliser les tumeurs '°. Un virus de la rougeole
exprimant I’antigéne carcino-embryonnaire (ACE) a été étudié en association avec une
irradiation dans un modéle de glioblastome. Le virus et I’irradiation ont eu un effet anti-
tumoral synergique. Une irradiation de 12 Gy associée a des injections intraveineuses du virus
a permis d’obtenir des régressions tumorales, contrairement au traitement viral seul ou a la
radiothérapie seule. Une rémission compléte a long terme a été observée chez 5 souris sur 10,
et la survie était meilleure en cas de combinaison thérapeutique. L’irradiation a majoré
I’expression de protéines virales (protéines M et H) et d’ACE, ainsi que la réplication virale
%7 Les mécanismes de ces interactions restent actuellement mal connus.

Un virus de la rougeole codant le gene du symporteur sodium/iodure (NIS) a aussi
été créé (MeV-NIS). NIS est une protéine membranaire permettant la rentrée d’anions
monovalents dans la cellule. En plus de permettre I’entrée d’ions iodure dans les cellules
comme dans la thyroide, il permet d’une part I’entrée de radioisotopes pouvant étre utilisée en
imagerie in vivo (lode-123, lode-124, lode-125, lode-131, Technétium-99m) et d’autre part
I’entrée de radioisotopes pouvant étre utilisés dans un but thérapeutique (lode-131, Rhénium-
186, Rhénium-188, Astate-211) (figure 3). En fonction de I’isotope, 1’imagerie peut-étre
réalisée par scintigraphie ou mieux, par tomographie par émission de positons (TEP) ou par
tomographie d'émission monophotonique (TEMP). La stratégie thérapeutique associant
thérapie par MeV-NIS et traitement radio-isotopique (iode-131) vectorisé par le NIS a montre

107

un effet synergique in vivo dans des modéles de myélome *’ et de cancer de prostate *®. A

I’inverse, dans un modéle de cancer du pancréas, cette synergie n’a pu étre observée,
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probablement en raison d’une distribution insuffisamment homogene de I’infection et de la
réplication virale dans les tumeurs, et en raison de la radiorésistance des cellules cancéreuses

pancréatiques .

Conclusion

L’utilisation du virus de la rougeole comme traitement anticancéreux est prometteuse.
L’utilisation de souches atténuées en vaccination a permis de s’assurer de leur bonne
tolérance et sécurité d’utilisation, atout primordial dans le domaine de la thérapie virale ou
génique. La sélectivité tumorale est essentielle pour 1’efficacité et la sécurité de certaines
souches atténuées, et cette sélectivité peut encore étre améliorée en contrélant les capacités de
liaison du virus avec les récepteurs cellulaires. L’immunité antivirale est un des principaux
obstacles a surmonter. L’association a un traitement immunosuppresseur est une voie
prometteuse et un essai clinique est en cours. La sécurité de cette approche devra étre assurée.
D’une manicre plus générale, les virus oncolytiques pourraient €tre mieux utilisés en
association avec d’autres traitements comme la chimiothérapie et la radiothérapie puisque ces
combinaisons ont montré des effets antitumoraux synergiques. De plus, le virus de la rougeole
a été modifié pour coder le géne NIS, ouvrant la voie a des associations de thérapie virale et
de traitement radioisotopique sélectif. Les prochains essais cliniques devront probablement
étudier ces différentes combinaisons thérapeutiques. Ces avancées permettent d’espérer des
applications cliniques, difficiles cependant a envisager avant plusieurs années, compte-tenu

du temps nécessaire a leur préparation.
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Chapitre 3. Pourqguoi associer une thérapie virale avec une
radiothérapie externe et des inhibiteurs de la réparation de

I’ADN ?

Introduction

Les virus oncolytiques sont de nouveaux agents thérapeutiques en cours d’évaluation
en monothérapie et en association avec de traitements anticancéreux standards. Les radiations
ionisantes causent des dommages a I’ADN, principalement des cassures simple-brin ou
double-brin. La radiothérapie est un élément essentiel de la prise en charge curative de
nombreux cancers. De nombreuses données précliniques ont montré un effet synergique de
I’association de virus oncolytiques et d’une irradiation externe. Le but de ce chapitre est de
préciser les interactions entre les virus oncolytiques et les dommages de I’ADN induits par les

radiations, en détaillant les bénéfices attendus de I’association thérapeutique de ces agents.

Association de virus oncolytiques et de radiothérapie dans les études cliniques et
precliniques

Activité antitumorale

Les activités antitumorales in vitro et in vivo de nombreux agents viraux ont été
évaluées en association avec la radiothérapie dans différents modeles tumoraux. Cette
combinaison a montré des effets additifs ou synergiques dans modeles de cancers de prostate,
ORL, du poumon, colorectal, de la thyroide, de mélanomes, de gliomes et de

cholangiocarcinomes °7 108127,
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Dans des modeles tumoraux sous-cutanés, des études évaluant 1’effet des adénovirus
en association avec la radiothérapie ont montré que le traitement ralentit la croissance ou
réduit le volume tumoral. Ad5-A24RGD est un adénovirus porteur d’une délétion de 24 paires
de bases dans le gene E1A. IL est capable de se répliquer sélectivement dans des cellules
ayant un déficit de la voie de signalisation du rétinoblastome. La séquence RGD, connue pour
interagir avec les récepteurs cellulaires spécifiques, a été inserée dans le virus pour majorer
I’infection virale des cellules. Dans un modé¢le de gliome, des souris porteuses de tumeurs ont
été traitées par une irradiation locale de 5 Gy et 5 jours consécutifs d’injections intratumorales
du virus. Ce traitement a conduit a une régression tumorale. Cing animaux sur 10 ont eu une
réponse compléte et toutes ont survécu sans nouvelle progression tumorale 4 mois apres le
traitement. Sur I’examen histologique final apreés 120 jours, les animaux considérés en
réponse partielle n’ont eu aucun résidu tumoral viable histologiquement. *?°. Dans une autre
étude, des souris immuno-déficientes (nu/nu) ayant une tumeur gliale sous-cutanée ont recu
une irradiation corporelle totale de 5 Gy suivie d’injections intratumorales d’ONYX-15. Ce
traitement a permis 90 % de régressions tumorales, avec 50% des souris en réponse complete

aprés 4 mois.

. D’autres données spectaculaires ont été rapportées dans un modele de
cancer de prostate sous-cutané, avec le virus CVV709, un adénovirus oncolytique ayant une
spécificité pour les cellules cancéreuses prostatiques. Dans ce cas, une seule injection intra-
tumorale du virus, suivie apres 24 heures d’une irradiation en une fraction de 10 Gy a permis
une réduction du volume tumoral & moins de 5% du volume initial. Aucune réduction
tumorale n’a été observée avec les traitements en monothérapie .

Les virus herpés ont également été évalués 1% 1% 17119 Dans un modéle de gliome, 9
souris sur 10 traitées par 3 injections d’un HSV-1 atténué et une irradiation de 45 Gy en 2

109

fractions ont eu une réponse compléte . Dans un mode¢le de cancer ORL et avec 1’utilisation

d’un virus HSV-1 avec délétions aux loci y;134.5 et I’insertion du géne LacZ, 1’association du
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virus avec une irradiation avait un effet antitumoral supérieur aux traitements en
monothérapie. De maniere intéressante, méme les cellules radiorésistantes ont été sensibles a
cette association *°. Cependant, dans d’autres modéles de cancer de prostate, la radiothérapie
n’a pas augmenté ’effet anti-tumoral des injections intraveineuses ou intra-tumorales de
1’adénovirus G207 8,

Le virus de la rougeole a été étudié en association avec une irradiation dans un modele
de gliome. L’association d’injections intraveineuses du virus et d’une irradiation de 12 Gy en
6 fractions a permis d’obtenir des régressions tumorales, contrairement aux agents en
monothérapie. Une rémission compléte a long terme a été observe chez 5 souris sur 10, et la
survie était meilleure en cas de combinaison thérapeutique %

Les réovirus sont des virus a ARN aux propriétés oncolytiques naturelles. In vitro, des
études ont démontré une cytotoxicité synergique avec la radiothérapie dans de nombreuses
lignées cellulaires. Dans des modeéles de mélanome et de cancer colorectal in vivo,
I’association du réovirus avec une irradiation (12 Gy en 4 fractions ou 20 Gy en 5 fractions,
en fonction de la lignée cellulaire), a permis d’augmenter la survie des animaux, par rapport
aux monothérapies %,

Jusqu’a présent, il n’y a pas eu d’essai clinique randomisé publi¢ testant une
association de virus et d’irradiation par rapport a un traitement anticancéreux standard.
Cependant, des essais de phase | et Il testant la combinaison on été publiés. Ces essais ont
évalue des adénovirus, des virus herpés et des réovirus, et ont montré d’excellentes tolérances
aux traitements, avec des résultats préliminaire d’efficacité thérapeutique. Les principaux
résultats sont présentés dans le tableau 2 1221%°,

Une difficulté repose dans le choix du modéle tumoral in vivo. La plupart des équipes
ont utilise des modeles hétérotopiques et des injections intra-tumorales du virus. Par exemple,

associer radiothérapie et injection intra-tumorales d’un adénovirus oncolytique dans un
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modéle hétérotopique de gliome montrait I’intérét de I’association thérapeutique *2°. En
revanche, quand le méme traitement a été utilisé dans un modéle orthotopique, il n’y a pas eu

137 Les modéles sous-cutanés ont ’avantage de la

d’intérét démontré de 1’association
simplicité de 1’implantation tumorale, des injections intra-tumorales, de I’irradiation et du

suivi de la tumeur. Cependant, les tumeurs orthotopiques ont 1’intérét d’étre plus en rapport

avec des études cliniques ultérieures.

Effet de ’irradiation sur ’expression des récepteurs cellulaires pour les virus, sur la
réplication virale et sur ’expression des génes viraux.

Combiner les virus oncolytiques et la radiothérapie externe offre la possibilité de
majorer 1’activité oncolytique du virus, par I’effet d’une augmentation de 1’infectivité du
virus, d’une majoration de la réplication virale ou de I’expression des geénes et transgenes

viraux (Figure 3).

Expression des récepteurs cellulaires pour le virus

La possible augmentation de 1’expression des récepteurs cellulaires des virus a été
¢tudi¢e. Dans des cellules de gliome, I’irradiation n’a pas augmenté 1’expression du récepteur
cellulaire du virus de la rougeole, CD46 %'. La plupart des données concernent I’effet de

I’irradiation sur I’expression du récepteur CAR (coxsackie-adenoviral receptor), mais les
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Tableau 2. Essais cliniques publiés évaluant I’association de thérapies virales et de
radiothérapie externe. CR : réponse compléte, PR : Réponse partielle, SD : Stabilisation
tumorale, PD : Progression tumorale, HSV-TK : thymidine kinase du virus herpes simplex.

Auteur/

Phase
clinique

Patients

Traitement

Commentaires

Freytaget 15 patients avec Injections intraprostatiques d’un Pas de dose toxique limitante
al, 2003 adénocarcinome adénovirus codant les gene de la cytosine Expression intratumorale du transgéne retrouvée jusqu’a 3
Phase | ¥ prostatique non déaminase et de I"'HSV-tk. Combinaison semaines avec l’injection virale.
métastatique, avec les promédicaments 5-fluorocytosine  Abaissement du taux de PSA plus rapide chez les patients
lere ligne et valganciclovir, et irradiation recevant les prodrogues plus d’une semaine par rapport a
thérapeutique. conformationnelle (70-74 Gy) ceux ne les recevant qu’une semaine
Swisher et 19 patients avec 3 injections intratumorales d’un Efficacité antitumorale & 3 mois, évaluée par examen
al, 2003 cancer adénovirus non réplicatif codant le géne Clinique, tomodensitométrie (16 patients) et biopsies (15
Phase 11 pulmonaire non p53, association avec une irradiation (60 patients)
3% a petites cellules Gy). CR, PR, SD and PD chez respectivement 1, 5, 2 et 11
non métastatique patients.
mais non éligible Evaluation de la réponse de la tumeur injectée chez 17
pour chirurgie ou patients: CR, PR, SD et PD chez respectivement 1, 11, 3 et
radio- 2 patients.
chimiothérapie
Immonem 36 patients avec Patients randomises pour recevoir le Traitement bien toléré
etal, 2004  gliome opérable traitement standard seul (chirurgie puis Augmentation significative du temps moyen de survie dans
Phase radiothérapie, 19 patients) ou son le bras expérimental (39.0 +/- 19.7 vs 70.6 +/- 52.9
1/ 13 association avec un traitement local dans la semaines, P = 0.0095), survie médiane (62.4 vs 37.7
cavité post-résection par un adénovirus semaines).
codant le géne de la HSV-tk, suivi par un
traitement intraveineux par ganciclovir
pendant 14 jours (17 patients).
Mundt et 14 patients avec 3 doses progressives de TNF-erade, un Pas de dose toxique limitante
al, 2004 sarcome des adénovirus codant le géne du TNF-a, sous Evaluation de la réponse chez 13 patients. CR, PR, SD et
Phase | 1 tissus mous le contrdle d’un promoteur radio- PD chez respectivement 2, 9, 1 et 1 patients.
inductible. Sur les 11 patients ayant pu ensuite étre opérés, 10 patients
Association avec une irradiation (36-50.4 ont eu une réponse histologique (2 CR et 8 PR)
Gy).
Senzer et 36 patients avec Injections intratumorales de TNF-erade. Pas de dose toxique limitante
al, 2004 tumeur solide Association avec une irradiation (30-70 Cing patients avaient des lésions synchrones, permettant de
Phase | 1% Gy). comparer les lésions irradiées seulement ou traitées par
irradiation et injection de virus. Quatre patients ont eu une
meilleure réponse dans la tumeur injectée.
The et al, 59 patients avec Injection intratumorale d’un adénovirus Tous les patients sans extension ganglionnaire avaient des
2004 cancer de codant la HSV-tk, suivie d’injections de biopsies négatives apes 2 ans et un controle biochimique
Phase I/11 prostate non valacyclovir. (PSA) au dernier suivi. Trois des 4 patients avec extension
136 métastatique Association avec une irradiation (76 Gy). ganglionnaire ont récidiveé.
Association & un traitement hormonal pour
les patients a haut risque
Freytag et 9 patients avec Injection intraprostatique d’un adénovirus Pas de dose toxique limitante
al, 2007 cancer de oncolytiques codant les génes cytosine Huit patients ont eu des biopsies post thérapeutiques, 7
Phase | 1% prostate non deaminase/ HSV-TK. Association avec les avaient des biopsies négatives au dernier suivi (6 ou 12
métastatique promédicaments 5-fluorocytosine et mois)
valganciclovir, et irradiation avec
modulation d’intensité (74 Gy)
Harrington 17 patients avec Injections intratumorales de virus herpes Pas de dose toxique limitante
etal, 2010 cancer ORL simplex codant le géne du GM-CSF. CR 23.5%, PR 58.8%
Phase I/11 épidermoide Association avec une irradiation (70Gy) et Survie spécifique 82.4% a un suivi médian de 29 mois (19-
0 stade 111, IVa ou cisplatine 40 mois).
Vb
Harrington 23 patients avec Injections intratumorales de réovirus, Pas de dose toxique limitante
etal, 2010 tumeur solide association avec irradiation (20 ou 36 Gy) Evaluation de la réponse chez 14. Dans le groupe 20 Gy,
Phase 1 avancée 2/7 patients ont eu une PR et 5/7 une SD. Dans le groupe
36 Gy, 5/7 patients ont eu une PR et 2/7 une SD.
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Figure 3. Mécanismes potentiels de la majoration des propriétés oncolytiques des virus par

une irradiation
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I 115

données sont contradictoires. Georger et a ont rapporté que I’irradiation n’augmente pas

I’expression de CAR ou de I’intégrine ay, dans des cellules de gliome. De méme, Bieler et al
19 n’ont pas montré d’augmentation de I’expression de CAR dans des cellules de gliome
infectées par un adénovirus, méme si il y a eu une augmentation de la réplication virale.
L’influence de la séquence thérapeutique a été étudiée dans des hépatocytes de rat (WB) et
des cellules humaines de cancer colique (LoVo). Lorsque I’irradiation a été donnée avant le
virus, le nombre de cellules infectées a augmenté. Il n’y a cependant pas eu d’effet lorsque
I’irradiation a ¢ét¢ délivrée apreés le virus. Ces résultats suggerent que I’irradiation peut

augmenter la rentrée des virus dans les cellules. **

. D’autres données suggerent que
I’irradiation peut exercer un effet sur I’expression cellulaire de la dynamine 2, une protéine
intracellulaire impliquée dans I’internalisation des adénovirus apres leur liaison avec leur
récepteur CAR/intégrine ** *¥ Une ¢tude a montré que 1’association d’un traitement avec un

adénovirus non réplicatif codant la GFP a une irradiation peut majorer 1’expression de CAR et

d’intégrine dans des cellules colorectales (HCT116) et ORL (STHN-5B) ®° .

Réplication virale
Les données relatives a ’effet des radiations sur la réplication virale sont variables.
Certaines études rapportent une augmentation de la réplication virale induite par une

irradiation, in vitro et in vivo. Ainsi, cette augmentation a été observée avec des adénovirus

108

dans des modeéles de cancer de prostate, *** ' 12 du poumon ' et de glioblastome **°, avec

les virus herpés dans un modéle de cholangiocarcinome ', de cancer ORL **° et de gliome

109 et avec le virus de la rougeole dans un modéle de glioblastome . A Iinverse, un plus petit

nombre d’études n’a pas rapporté de telles augmentations, avec des adénovirus dans des

115, 120

modeéles de gliome et un réovirus dans un modéle de mélanome et de cancer colorectal

125 Dans cette derniére publication, la séquence de traitement (irradiation avant ou apres le

38



traitement viral) n’a pas eu d’influence sur la réplication virale. Il est possible que cet effet de
I’irradiation sur la réplication virale soit dépendant de la lignée cellulaire. En utilisant un
méme modeéle in vivo, une augmentation de la réplication d’un virus herpes simplex a été
démontrée seulement pour 3 lignées de cancer ORL sur 5 testées. Cependant, la synergie
thérapeutique entre le virus et I’irradiation a été observée dans les 2 lignées pour lesquelles il
n’y avait pas d’augmentation de la réplication virale 19 Ces résultats suggérent qu’une
augmentation de la réplication virale n’est pas indispensable a une augmentation de 1’effet
antitumoral du traitement.

Les mécanismes d’une possible augmentation de la réplication virale sont largement
méconnus. La protéine GADD34 (Growth arrest and DNA damage-repair 34) est une
protéine impliquée dans la réparation des dommages de I’ADN et est régulée par les signaux
d’arrét du cycle cellulaire et les agents responsables des dommages de I’ADN. Un domaine
du géne y;34.5 de I’'HSV est homologue au domaine correspondant de GADD34 **°. Dans le
virus, la protéine y134.5 est un facteur de neurovirulence qui permet au virus de se répliquer et
de tuer les cellules cérébrales ***. Ainsi les vecteurs HSV en développement en clinique ont
une délétion de y,34.5 pour réduire leur possible toxicité, méme si cela peut réduire leur effet
thérapeutique **2. Dans des modeéles de mésothéliome pleural et de cancers du poumon, des
cellules ont été irradiées et infectées par un HSV-1 avec délétion y;34.5, obtenant un effet
thérapeutique synergique. L’irradiation est connue pour réguler positivement GADD34, ce
qui pourrait compenser 1’absence de y134.5. Appuyant cette hypothése, des ARN interférents

108, 143

ciblant GADD34 ont aboli la synergie observée Dans des modeles de

cholangiocarcinome, I’effet antitumoral synergique et la régulation positive de GADD34 ont

été dépendante de la lignée cellulaire **’

. Ainsi, P’irradiation serait un moyen de restaurer la
réplication et la virulence de HSV-1 avec delétion y134.5, sélectivement dans les cellules

irradiées.
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Expression des genes viraux

L’effet de I’irradiation sur I’expression génique a été évalué en mesurant 1’expression
de protéines virales endogeénes et de transgenes “rapporteurs”. La GFP (green fluorescent
protein) a été utilisée comme géne rapporteur. Zhang et al **’ ont rapporté qu’une irradiation
augmente I’expression de GFP selon une relation dose-dépendante dans plusieurs lignées
cellulaires traitées par un adenovirus codant la GFP, mais pas dans toutes celles étudiées.
Dans certaines circonstances, les niveaux d’expression d’un transgene thérapeutique peuvent
aussi étre suivis. Dans une telle étude, des cellules cancéreuses pancréatiques ont été infectées
par un adénovirus exprimant NK4 (un antagoniste du facteur de croissance hépatocytaire), les
concentrations de NK4 ont ainsi été augmentées dans le milieu de culture des cellules
irradiées par rapport aux cellules non irradiées ***. Une autre équipe a utilisé la GFP, la B-
galactosidase et NIS comme genes rapporteurs d’un adénovirus non réplicatif, dans des
modeles de cancer ORL, pulmonaire et colorectal. L’irradiation a augmenté I’expression de
ces trois protéines, selon une relation temps- et dose-dépendante °°. Dans cet exemple,
I’augmentation de ’expression de NIS offre la perspective d’accroitre ’efficacité d’une
stratégie de radiovirothérapie décrite dans le chapitre 1.

Pour améliorer encore cette combinaison d’irradiation et de virus, plusieurs équipes
ont développé des approches utilisant des promoteurs de genes radio-inductibles pour
contréler 1’expression temporelle et spatiale d’un transgéne. L’exemple le plus avance est
celui d’un adénovirus non réplicatif codant le géne du TNF-o (tumour necrosis factor-a,) sous
le contrdle du promoteur Egr-1 (early growth response-1). Aprés une injection intratumorale
du virus, les concentrations de TNF-a apres 7, 14 et 21 jours ont été plus élevées dans les
tumeurs irradiées par rapport aux tumeurs non irradiées ***. Dans un modéle orthotopique de

glioblastome traité par un adénovirus codant la B-galactosidase sous le contr6le du promoteur
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Egr-1, de faibles doses d’irradiation (2 Gy) ont €té capables d’activer I’expression du
transgéne '*°. Un adénovirus de deuxiéme génération, Ad.EGR-TNF (TNFerade), a été testé
dans des essais cliniques. Deux essais de phase I, incluant des patients atteints de cancers
d’origines diverses, ont été publiés. Ces essais ont confirmé la trés bonne tolérance du

traitement associant TNFerade et radiothérapie externe *** 13

(voir tableau 1). Un essai de
phase 111 de cette association dans le traitement du cancer pancréatique a été stoppé en 2010
devant un une absence d’effet sur la survie a une analyse intermédiaire. Récemment, des
études ont montré que le promoteur de la survivine est fortement radio-inductible, la dose
optimale de radiation in vitro a été de 2 Gy. Un adénovirus dans lequel le promoteur de la
survivine contrdle 1’expression de la protéine E1 (CRAd-S-pk7 virus) a été utilisé dans des
tumeurs dérivées de cellules souches CD133+ de gliome. En association a une irradiation,
I’efficacité antitumorale de ce virus et sa réplication ont été supérieures par rapport a celles

d’un virus sauvage 122,

Mécanismes de la synergie antitumorale

Bien que de nombreuses données démontrent 1’intérét de combiner irradiation et
thérapie virale, les mécanismes sont peu connus. Dans des modeles de cancer de prostate, la
radiothérapie a été combinée a un traitement adénoviral, I’analyse histologique des tumeurs

traitées a montré une majoration de la nécrose, de I’apoptose et une baisse de la

111 123, 125,

vascularisation tumorale “*~. D’autres études ont retrouvé une majoration de 1’apoptose

18 A Tinverse, Dassociation in vivo d’ONYX-015 (un adénovirus oncolytique) et
d’irradiation dans un mode¢le de gliome n’a pas augmenté 1I’apoptose, mais il y a eu plus de
fibrose dans les tumeurs par rapport a celles traitées par radiothérapie seule '*°. La

connaissance de ces mécanismes sera une étape-clé pour I’optimisation de cette stratégie. Les

interactions moléculaires entre les virus oncolytiques et les voies de signalisation de la
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réponse aux lésions de I’ADN sont complexes mais peuvent permettre de mieux comprendre

les mécanismes moléculaires de la synergie entre virothérapie et radiothérapie.

Interactions entre les virus et la réponse aux lésions de I’ADN induites par les
radiations

Signalisation des lésions de ’ADN

Les radiations ionisantes induisent une grande variété de lésions de I’ADN, incluant
des 1ésions d’une seule base, des cassures simple-brin et double-brin, et des pontages ADN-
ADN ou ADN-protéine **’. Les cassures double-brin sont particuliérement importantes dans
la mort cellulaire induite par les radiations. Deux voies majeures de réparation ont été
décrites : la recombinaison homologue et la jonction non homologue des terminaisons (non-
homologous end-joining, NHEJ) *. Aprés détection de la lésion, les voies de la réparation
sont activées ce qui arréte la progression du cycle cellulaire & un point de contrdle
(checkpoint) approprié. Dans les cellules avec une voie p53 intacte, cet arrét se produit
généralement en G1/S pour les cellules qui étaient en GO ou G1, ou en G2/M pour les cellules
qui étaient en phase S ou G2 du cycle cellulaire. Cet arrét donne le temps pour tenter la
réparation de I’ADN. Si celui-ci est irréparable, la cellule doit induire sa propre mort par
apoptose. Dans les cellules cancéreuses, de nombreux contréles du cycle cellulaire sont
perturbés et ces systémes peuvent s’avérer inefficaces.

La détection de la Iésion est tres précoce. Le complexe hétéro-trimérique Mrell-
Rad50-Nbsl (MRN) est un détecteur des cassures double-brin et se localise rapidement sur le
site de la lésion, se liant aux extrémités libres d’ADN % *°. e complexe MRN agit comme
un lien entre systéemes de détection et systémes de réparation et de régulation du cycle

cellulaire . MRN recrute la kinase de la protéine ATM (ataxia-telangiectasia mutated)
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(ATM) et dissocie le dimére ATM inactif en monomeéres avec activité kinase catalytique **.
La relaxation de la chromatine, augmentant 1’accessibilit¢ au site de la Iésion pour les
systémes de réparation, est aussi un événement trés précoce ****°. Les modifications des
histones sont également trés importantes. La protéine H2AX (Histone 2A variant) est
phosphorylée en réponse a la cassure double-brin, formant yH2AX. Les foci de yH2AX
s’étendent sur des domaines de taille de I’ordre de la mégabase, et recrutent des facteurs de
réponse & la lésion et les facteurs du remodelage de la chromatine ¢ *®, |a décondensation
de I’ADN est un des premiers événements suivant la cassure double-brin, elle survient au site
de la cassure, initialement indépendamment de H2AX ou ATM *’. Une autre voie dépendant
d’ATM et de KAP-1 (KRAB-ZFP-associated protein 1) et induisant une large vague de
relaxation de la chromatine a été décrite **®,

ATM joue un rdle majeur dans la réparation de ’ADN et la régulation du cycle
cellulaire. ATM phosphoryle directement ou indirectement plus de 30 substrats dont p53,
NBS-1, SMC-1(Structural Maintenance of Chromosomes 1), E2F1, Chk1 (Checkpoint kinase
1), Chk2, BRCA1 (Breast Cancer Susceptibility Gene 1), DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) et H2AX % 1% P53 activée peut mener a I’arrét du cycle cellulaire en G1 par une
transactivation de p21 *®, mais peut aussi activer les voies pro-apoptotiques. SMC-1 fait
partie du complexe de cohésion qui retient les chromatides sceurs pendant la recombinaison
homologue 162 SMC-1 est recrutée au site de la cassure et promeut la réparation de ’ADN en
G2 %, E2F1 induit la phosphorylation de Chk2, sous la dépendance d’ATM et de NBS-1, et
stimule I’apoptose en collaboration avec p53 164,165 " Quite 4 la lésion de ’ADN, Chk1 est
principalement responsable de I’arrét en G2/M mais peut aussi induire un arrét en phase S.
Chk1 activée phosphoryle Cdc25C, inhibant I’activation de Cdk2 (cyclin-dependent kinase 2),

166

un promoteur de la mitose —°. L’activation de Chk2 induit la phosphorylation et la

dégradation de Cdc25A, ce qui, en retour, inhibe Iactivité de Cdk2 **’. Chk2 phosphoryle et

43



inhibe également Cdc25C, ralentissant encore la progression du cycle cellulaire *°®. En
réponse a la lésion de I’ADN, Chk2 phosphoryle de nombreux autres substrats dont p53 et
BRCAL '*°. BRCAL joue un réle dans la promotion de la recombinaison homologue et de la
recombinaison des terminaisons non homologue **°. Les DNA-PK jouent un role dans la
recombinaison non homologue *”°. Cette complexe voie MRN-ATM est illustrée dans la

figure 4.

Interactions entre les protéines virales et les voies de signalisation de la réponse aux
dommages de ’ADN

De nombreuses protéines virales peuvent interagir avec des protéines cellulaires
impliquées dans la réparation de I’ADN *™* 172 par exemple, la protéine Tax du virus HTLV-
1 (Human T-cell leukaemia virus type 1) interagit avec Chk2 pour limiter 1’apoptose induite
par le dommage de ’ADN. Elle interagit aussi avec Chkl pour inhiber ’activité kinase de
Chk1 et I’arrét du cycle cellulaire en G2 *"*. Tax induit également une activation permanente
de la voie des DNA-PK, sature cette voie et perturbe ainsi la réponse & une nouvelle Iésion *",
Un autre rétrovirus, HIV-1, exprime la protéine Tat qui radiosensibilise les cellules, régule
négativement la sous-unité catalytique de DNA-PK (DNA-PKcs) et inhibe la réparation de
’ADN ™. La protéine LMP1 (latent membrane protein 1) du virus d’Epstein-Barr inhibe
I’activation de p53, la réparation de I’ADN et radiosensibilise les cellules épithéliales
humaines ® 7. Les facteurs de transcription FOXO (Forkhead box class O) ciblent des

genes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, I’apoptose et la réparation de I’ADN.
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Figure 4. Voies de signalisation Mrell-Rad50-NBS1 et ATM en réponse a une cassure
double-brin de I’ADN. Le complexe Mrell-Rad50-NBSL1 se localise a la cassure et recrute la
kinase de la protéine ATM (ataxia-telangiectasia mutated). La relaxation de la chromatine est
un éveénement précoce, d’abord indépendant de H2AX et ATM. L’activation d’ATM
provoque la phosphorylation de plus de 30 substrats incluant p53, E2F1, Checkpoint kinase 1
(Chkl), Chk2, BRCA1, DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) et H2AX, contrdlant les
voies de 1’apoptose, de 1’arrét du cycle cellulaire et de la réparation de I’ADN. Des virus et
des protéines virales qui inhibent leur protéine cible sont indiqués en rouge. Des virus qui
activent leur cible sont indiqués en vert. *Des études ont montré que la protéine adénovirale
E1A active p53, d’autres ont montré un effet inhibiteur. **Tax active et sature la voie DNA-
PK, altérant la fonction DNA-PK.
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LMP1 peut stimuler la voie PI3K/Akt/FOXO3a, menant & une inactivation de FOX03a "8,
Comme dernier exemple, la protéine NS3 du virus de I’hépatite C interagit avec ATM et
radiosensibilise les cellules *”.

Des virus oncolytiques peuvent également interagir avec la réponse aux lésions de
I’ADN. Des analyses transcriptomiques ont démontré que le réovirus peut modifier
I’expression de 14 génes connus dans la réparation de I’ADN. Ces changements concernent
par exemple une baisse de 1’expression la poly(ADP-ribosyl)-transférase, de la DNA-
polymérase o et de la protéine Xeroderma Pigmentosum-C (XP-C) impliquée dans la
réparation par excision de nucléotide **°.

L’ADN double-brin des adénovirus peut étre reconnu comme dommage de L’ADN
par la cellule, et induire une réponse de recombinaison des extrémités non homologue,
aboutissant a la liaison et I’agglomération de larges molécules virales (concatémeéres). Cette
concatémerisation nécessite 1’activité de Mrell et NBS1. Une infection par un adénovirus
sauvage provoque une localisation du complexe MRN au site de la réplication virale. Ensuite,
Mrell et Rad50 sont inhibés par le virus qui induit leur redistribution et leur dégradation
dépendante du protéasome. La protéine virale E4orf3 (E4 open reading frame 3) est impliquée
dans cette relocalisation des complexes MRN loin des sites de réplication virale, elle peut
diriger les complexes RMN vers de larges accumulations cytoplasmiques (aggrésomes). La
protéine E4orf6 est impliquée dans leur dégradation. Clairement, le réle de ces protéines est
de prévenir la concatémérisation et donc I’inactivation de I’ADN viral 181 182 Dans des
cellules de cancer colorectal et de glioblastome, 1’expression de E4orf6 a provoqué une
prolongation de 1’autophosphorylation de DNA-PKcs, une inhibition de la réparation de

18 |a protéine PP2A (protein phosphatase 2A) est

I’ADN et une radiosensibilisation
impliquée dans le déphosphorylation de yYH2AX aprés la réparation de I’ADN 184 Dans une

autre étude, E4orf6 a inhibé I’activité de PP2A. En réponse a une irradiation, la prolongation
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de la phosphorylation de H2AX n’a pas altéré la ligation des brins d’ADN, mais a induit une
hyperactivation de PARP (poly(ADP-ribose) polymérase) et une translocation vers le noyau
de AIF (apoptosis-inducing factor), un effecteur de PARP. La radiosensibilisation induite par
E4orf6 a été dépendante de cette translocation de AIF ¥

La protéine ICPO du virus HSV-1 inhibe I’activité DNA-PK et induit une dégradation
des DNA-PKcs dépendente du protéasome. La réplication du HSV est plus efficace dans les
cellules déficientes en DNA-PKcs % 187 Dans des cellules irradiées de glioblastome, la
dégradation de DNA-PKcs par I’expression de ICPO a conduit a une inhibition de la
réparation de I’ADN, démontrée par la persistance de cassures double-brin aprés infection
virale et irradiation ',

Les protéines ATM et ATR (ataxia telangiectasia-mutated and Rad3-related) sont
toutes deux rapidement activées aprés un dommage de I’ADN. ATR est activée apres
plusieurs variétés de lésions et phosphoryle de nombreux substrats pour inhiber la réplication
de I’ADN, promouvoir la réparation de I’ADN ou 1’apoptose 189, 190 ATR interagit avec
ATRIP (ATR interacting protein). Le complexe RPA (replication protein A) est un complexe
qui lie les ADN simple-brin et est requis pour le recrutement d’ATR au site de la lésion de
I’ ADN, par stimulation de la liaison entre ATRIP et le brin d’ADN . Il est démontré que le
virus HSV-1 séquestre RPA loin des cassures double-brins cellulaires, dans des domaines
VICE (virus-induced, chaperone-enriched). Ainsi, HSV-1 peut découpler ATRIP et ATR en
redistribuant ATRIP vers les domaines VICE. Des plasmides d’expression ICPO ont été
utilisés pour transfecter des cellules Vero. ICPO a été suffisant pour une redistribution

191

d’ATRIP, mais non pour la redistribution de RPA . Cette expression d’ICPO a

radiosensibilisé des cellules de glioblastome in vitro et in vivo %8 2,
La voie de signalisation MAPK peut étre modulée par la voie du récepteur a ’EGFR

(epidermal growth factor receptor), et ’EGFR induit 1’activation de facteurs de transcription a
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travers différentes voies dont la voie PI3K-AKT et la voie RAS-RAF-MEK-ERK 31 Dans
une ¢tude récente, I’irradiation a augmenté I’expression génique dans des cellules colorectales
HCT-116 et des cellules de cancers ORL. L’inhibition de MAPK/ERK et de PI3K (mais pas
de p38MAPK) a reduit cette augmentation, suggérant un role important de ces voies dans
I’expression des génes viraux apres irradiation. Dans cette méme étude, des inhibiteurs de la
réparation de I’ADN (inhibiteurs d’ATM, de DNA-PK et de PARP) ont majoré
I’augmentation d’expression génique apres irradiation. Cet effet a été dépendent de la voie de
signalisation MAPK/ERK/Egr-1°®. Dans une autre étude, un adénovirus contenant le géne
NK4 (un antagoniste du facteur de croissance hépatocytaire) sous le contrdle du promoteur du
CMV a été utilisé pour infecter des cellules cancéreuses pancréatiques. Une irradiation a
induit une augmentation de 1’expression génique. Des inhibiteurs de p38 ont diminué cet
effet, suggérant le réle de p38-MAPK dans la réponse aux radiations du promoteur du CMV
138 Ces données suggérent que différentes voies de signalisation sont impliquées dans les
interactions entre virus et radiations, mais ces découvertes sont probablement dépendantes des

lignées cellulaires.

Conclusion

Les thérapies virales ne seront peut-étre pas largement utilisées en monothérapie.
Cependant, 1’association a une radiothérapie est particuliecrement prometteuse. Les données
précliniques montrent un avantage des combinaisons sur les monothérapies. Plusieurs
mécanismes d’interactions ont été décrits. Une irradiation peut majorer 1’entrée du virus dans
la cellule, majorer 1’expression génique et la réplication virale. Cependant, ces effets
dépendent du modeéle tumoral. Une vraie synergie pourrait aussi étre liée a une

radiosensibilisation par le virus, les virus pouvant interagir avec les voies de réponse aux
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dommages de ’ADN et de leur réparation. Une meilleure connaissance de ces interactions
devrait mener a des stratégies de thérapies virales innovantes impliquant des inhibiteurs de
réparation de I’ADN. Des essais de phase | et Il ont été publiés, des essais de phase 111 sont en
cours. De futurs essais devront se baser sur les connaissances précliniques récentes, au mieux
obtenues avec des modeles orthotopiques, et avec des virus modifiés pour optimiser les

interactions avec la réponse aux dommages de I’ADN.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

La radiothérapie externe est un traitement trés efficace de nombreux cancers. La
relation radiobiologique entre la dose d’irradiation et de contrdle tumoral est bien établie pour
beaucoup de cancers solides, mais I’augmentation des doses d’irradiation est limitée par les
toxicités aigues et tardives induites aux tissus sains. La radiovirothérapie est une méthode
visant a surmonter cet obstacle en utilisant des virus comme vecteurs pour infecter les cellules
cancéreuses et guider sélectivement dans les cellules infectées un traitement radioisotopique,
induisant une irradiation sélective et conformationnelle. Les travaux dans ce domaine ont
principalement porté sur le NIS qui peut guider I'absorption d'un certain nombre de radio-
isotopes a des fins thérapeutiques et d'imagerie. La combinaison de virus et de radiothérapie
peut avoir des propriétés anti-tumorales synergiques. Les rayonnements peuvent augmenter
les propriétés cytotoxiques des virus, et les virus peuvent radiosensibiliser les tumeurs, par
interaction avec les voies de réponse aux dommages de I’ADN 106,

En réponse aux dommages de I’ADN induits par les rayonnements ionisants, les
voies de réponse a ces dommages et de réparation de I’ADN sont activées, ainsi que les points
de controles du cycle cellulaire. L’arrét du cycle cellulaire donne le temps a la cellule
d’identifier les dommages de I’ADN et de tenter leur réparation. L inhibition thérapeutique de
ces voies de réparation est en voie de développement pour radiosensibiliser les tumeurs.
L’équipe « Targeted Therapies » de I’Institute of Cancer Research a précédemment rapporté
cette approche en utilisant un adénovirus non réplicatif codant le transgeéne NIS. L’équipe a
démontré que l’irradiation externe augmente 1’expression des transgénes viraux, et que cet
effet dépend des dommages de ’ADN induits par I’irradiation. Il a ét¢ démontré que des

inhibiteurs de la réparation de I’ADN ciblant ATM (ataxia-telangiectasia mutated), DNA-PK
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(DNA-dependent protein kinase) et PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) augmente

I’expression des transgeénes viraux %,

De plus, ces inhibiteurs augmentent 1’effet
thérapeutique d’un traitement radioisotopique par | guidé par I’adénovirus, associé a une
radiothérapie externe in vivo "°. Cependant, I’utilisation d’un virus non réplicatif n’exploite
pas le potentiel thérapeutique des virus oncolytiques. Les deux caractéristiques principales des
virus oncolytiques sont:1) ils sont capable de se répliquer sélectivement dans les cellules

cancéreuses, et 2) ils ont une toxicité sélective pour les cellules cancéreuses. L utilisation de

ces virus est une progression logique du travail de cette équipe.

Le virus de la rougeole est un morbillivirus de la famille des paramyxoviridae.
C’est un virus enveloppé a ARN simple brin de polarité négative. Des propriétés oncolytiques
ont été decrites avec des souches atténuées du virus, dérivées de la souche vaccinale
d’Edmonston. Les souches sauvages se lient préférentiellement au récepteur cellulaire CD150
ou SLAM (Signaling Lymphocyte-Activation Molecule), exprimé a la surface des lympocytes
B, T, et des macrophages. Les souches atténuées se lient préférentiellement au récepteur
CD46, qui est surexprimé a la surface des cellules cancéreuses, expliquant en partie la
sélectivité du virus pour les cellules cancéreuses 3. Récemment, la protéine PVLR4 (nectine
4) a été identifiée comme un récepteur utilisé par le virus. PVLR4 est fortement exprimé a la
surface de nombreuses lignées de cellules cancéreuses, expliquant encore la sélectivité du
virus pour les cellules cancéreuses "'. MV-NIS a été évalué in vitro et in vivo en

> myélome ', cancers de prostate *® et

radiovirothérapie dans des modéles de gliome *°
cancers pancréatiques *. MV-NIS est donc un bon candidat pour étre le vecteur oncolytique
d’une stratégie de radiovirothérapie associée a une radiothérapie externe et des agents

radiosensibilisants. La protéine Checkpoint kinase 1 (Chk-1) est activée en réponse aux

dommages de I’ADN. Chkl est principalement responsable de 1’arrét du cycle cellulaire en
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G2/M mais peut également arréter le cycle en phase S. SAR-020106 est un nouvel inhibiteur
de Chk-1, compétitif avec I’ATP. Une étude récente a démontré que SAR-020106 potentialise
I’effet antitumoral de la gemcitabine et de I’irinotécan dans des mod¢les de cancer colorectal

1% SAR-020106 est donc un bon candidat pour 1’approche thérapeutique de ce travail.

Dans cette thése, nous décrivons la combinaison thérapeutique de MV-NIS, d’un

traitement par B3y guidé par I’infection virale, d’une radiothérapie externe et d’une inhibition

de Chk-1 par SAR-020106, dans des modeles de cancer ORL et colorectal.
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MATERIEL ET METHODES

Lignées cellulaires

Les cellules HN-3, HN-5 et PJ-41 (toutes des lignées de cancer ORL) et les cellules
HCT-116 (cancer colorectal) ont été mises en culture dans un incubateur humidifié a 37°C
avec 5% de CO,, dans du DMEM contenant 5% de sérum de veau feetal (v/v), 1% de

glutamine (v/v) et 0.5% de pénicilline /streptomycine (V/v).

Virus et inhibiteur de Chkl (SAR-020106)

MV-NIS et MV-GFP ont été produits dans la Vector Production Facility de la
Mayo Clinic (Rochester, MN), comme précédemment décrit %", Les titrations virales ont été
déterminées par comptage de plages de lyse sur des cellules Vero (Health Protection Agency
Culture Collection). SAR-020106 a été produit a I’Institute of Cancer Research (London UK),

comme décrit précédemment*®®.

Irradiation

Les cellules ont été irradiées par un générateur de rayons X Pantak H.F. 320 kv. La
dose d’irradiation a été controlée par un dosimetre de rayons X de type Farmer Mk.2/S3. Le
débit de dose a été de 0.6 a 0.64 Gy/min, a 240 kVp et 10 mA. Les cellules ont été irradiées
dans des flasques de 25 cm3 (BD Biosciences) ou des plaques 6, 24 (BD Labware), ou 96

puits (Nunc).

Effet cytopathique et expression de GFP in vitro
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits, a une densité de

10° cellules par puits. Aprés 24 heures, les cellules ont été traitées par MV-GFP & une MOI
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(multiplicity of infection) de 1. L’effet cytopathique a été observé a 48 heures. L’expression

du transgene codant pour la GFP a été observée par microscopie de fluorescence.

Cytotoxicité in vitro
Essais 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium (MTS)

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 96 puits a une densité de 1.5 x
10° cellules par puit. Aprés 24 heures, les cellules ont été traitées avec des doses connues de
virus et/ou d’irradiation. En cas de combinaison, les cellules ont été infectées 24 heures avant
irradiation, 24 heures aprés irradiation, ou immediatement apreés irradiation. Apres différentes
périodes d’incubation, la viabilité cellulaire a été quantifiée a I’aide de la solution CellTiter 96
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay reagent 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium  (MTS, Promega) selon les
instructions du producteur. Vingt microlitres de MTS ont été ajoutés dans chaque puits. Aprés
une incubation de 4 heures & 37 °C, le milieu de culture a été aspiré, remplacé par 200 ul de
DMSO pendant 30 minutes. Ensuite, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 490 nm a I’aide d’un
lecteur SPECTRAmax 384 (Molecular Devices, Downington, USA). La survie cellulaire a été
calculée en pourcentage comparativement avec des cellules non traitées. Chaque expérience a

été répétée au moins 5 fois.

Essais clonogéniques

Pour les expériences impliquant une infection virale ou une irradiation externe, 10°
cellules ont été ensemencées dans des flasques de 25 cm®, puis infectées et/ou irradiées 24
heures plus tard. En cas de combinaison d’infection virale et de radiothérapie externe, les

cellules ont été infectées immédiatement aprés I’irradiation.. Le traitement radioisotopique
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(50 uCi de Na*®'I (Perkin Elmer) dans 2 ml de Hank's buffered salt solution (HBSS)) a été
réalisé¢ 48 heures apres ’infection virale. Les cellules ont été incubées a 37 °C pendant 60
minutes et ensuite lavees deux fois avec du HBSS conservé dans la glace. Pour les
expériences avec inhibition de Chk-1, SAR-020106 a été ajouté au milieu de culture pour une
concentration finale de 0.1uM, 1 heure avant I’irradiation externe. En cas de traitement
radioisotopque, SAR-020106 a été ajouté au milieu de culture 1 heure avant le traitement par
31| et dans le milieu de culture des cellules ensemencées & densités clonogéniques. Dans tous
les cas, 48 heures aprés I’infection virale et/ou irradiation externe, immédiatement aprés
traitement radio-isotopique le cas échéant, les cellules ont été trypsinisées et ensemencées
dans des plaques 6 puits a densités clonogéniques (2500, 1000, 500, 250, 100 et 50 cellules
par puits). Dix a quinze jours plus tard, les plagues ont eté fixées et colorées dans une solution
4 0.2% de cristal violet et 7% d’éthanol, et le nombre total de colonies a été compté. La survie

cellulaire a été estimée par normalisation par rapport aux puits de cellules non traitées.

Essai de captation d’ 123

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits, a une densité de
10° cellules par puits, et infectées 24 h plus tard avec MV-NIS & une MOI de 1. Aprés 24 ou
48 heures, les cellules ont été traitées avec 200 pL de HBSS contenant du Na'®| avec une
activité de 1 pCi/mL. Le perchlorate de potassium (KCIO,) a été ajouté a une concentration
de 50 uM dans des puits témoins. Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 60 minutes et
ensuite lavées deux fois avec du HBSS conservé dans la glace. L’iode capté par les cellules a
été libéré apres destruction des cellules incubées 20 minutes dans une solution a 1 M de
NaOH. La radioactivité a été mesurée dans un compteur gamma (Beckman Coulter) La
radioactivité par cellule a été estimée en comptant simultanément les cellules de plaques

traitées identiquement par infection virale et /ou radiothérapie mais non traitées par *#l.
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Réplication virale

Les titres de MV-NIS dans les cellules infectées (avec ou sans radiothérapie externe)
ont été déterminés. Les cellules ont été ensemencees dans des plaques 24 puits a une densité
de 10° cellules par puits et infectées 24 heures plus tard par MV-NIS & une MOI de 1. Les
cellules ont été récupérées avec le surnageant a 24, 48, 72 et 96 heures apres ’infection. Les
virus ont été libérés par deux cycles de congélation et chaleur. Les titres ont été déterminés

sur des cellules Vero par méthode de dilution et détermination de la TCIDsg 107,

Cytométrie de flux pour expression de CD46

Un million de cellules ont été ensemencées dans des flasques de culture cellulaire de
25 cm?. Aprés 24 heures, les cellules ont été irradiées, (0, 2, 4 ou 8 Gy). Les cellules ont été
trypsinisées soit avant I’irradiation, soit 4, 24 et 48 heures apres 1’irradiation. Elles ont ensuite
été lavées dans du PBS conservé dans la glace et contenant 1% de sérum de veau feetal et
albumine de sérum bovin. Elles ont été incubées 1 heure dans 100 uL (dilution 1:100) d’un
anticorps murin anti-CD46 humain ou son isotype témoin IgG2a k (BD Pharmingen). Les
cellules ont ensuite été lavées trois fois dans le PBS contenant 1% FBS et BSA, puis incubées
avec un anticorps de chévre anti-souris marqué au FITC (dilution 1:200). Les cellules ont
ensuite ét¢ lavées trois fois comme précédemment, fixées dans 1’éthanol a 70%, et analysées

par un cytomeétre de flux BD FacsCalibur.

Activité caspasique
L’activité caspasique a été¢ déterminée par ’essai Caspase-Glo® 3/7 (Promega),
selon les modalités du manuel d’instruction. En bref, les cellules ont été ensemencées dans

des plaques 96 puits, 1.5 x 10° cellules par puits, avec 100 puL de milieu de culture dans
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chaque puits. Apres 24 heures, les cellules ont été infectées avec MV-NIS a différentes MOI
(0, 0.1, 1) et/ou traitées avec SAR-020106 a une concentration finale de 0.1 uM. En cas
d’association de MV-NIS et SAR-020106, SAR-020106 a été ajouté au milieu de culture 1
heure avant I’infection virale. Soixante-douze heures aprés le traitement, 100 uL de réactif
Caspase-Glo® ont été ajoutés dans les puits et les plagues ont été incubées 30 minutes a
température ambiante. La luminescence de chaque puits a été mesurée par un luminometre
(Perkin Elmer).

L’activité caspasique a également été étudiée par western blot. Les cellules ont été
ensemencées dans des boites de 6 cm & une densité de 10° cellules par boite. Aprés 24 heures,
les cellules ont été traitées par MV-NIS a différentes MOI (0, 0.1 ou 1) et/ou traitées avec
SAR-020106 a une concentration finale de 0.1 uM. En cas d’association de MV-NIS et SAR-
020106, SAR-020106 a été ajouté au milieu de culture 1 heure avant I’infection virale. Aprées
48 heures, les cellules ont été lavées deux fois dans du PBS et transférées dans du tampon de
lyse supplémenté en inhibiteurs de protéases (10 ug/ml TLCK, 1 mM PMSF et une dilution
au 1:100 du protease inhibitor cocktail I (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK)). Les lysats ont été
chargés sur des gels NuPage Novex Bis-Tris gels (Invitrogen, Paisley, UK). Les protéines ont
été transférées sur des membranes en polyfluorure de vinylidéne et marquées avec des
anticorps de lapin anti-caspase 3 (Cell Signalling Technology, Danvers, USA). L’incubation
avec ’anticorps primaire a été suivie d’une incubation avec 1’anticorps de chévre anti-lapin
(Santa Cruz Biotechnology, Santa-Cruz, USA). Les membranes ont été révélées grace au
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Perbio, Aalst, Belgium), en
suivant les procédures du manuel d’instruction. Des anticorps murins anti-tubuline ont été

utilisés pour le témoin de protéine de structure (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK).

Expression génique in vivo
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Les xénogreffes tumorales ont été établies en injectant 10° cellules HCT-116 par
voie sous-cutanée dans le flanc droit de souris femelles nude CD1 de 6 semaines. Apres 2
semaines, les souris avec des tumeurs de 5 a 8 mm de diamétre ont regu une injection
intratumorale de 5 x 10° plaque-forming units (PFU) de MV-GFP. L’expression de GFP a été
quantifiée en imagerie de fluorescence par IVIS system 200 series (Xenogen Biosciences)
avant injection virale et a différents moments. Le logiciel Xenogen donne une imagerie de
localisation de fluorescence en superposant le signal de fluorescence avec une photographie

de I’animal pris immédiatement avant I’imagerie de fluorescence.

Activité antitumorale in vivo

Les xénogreffes tumorales HCT-116 et HN-5 ont été établies comme décrit ci-
dessus. Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de 100 ul d’un mélange
1:1:4 d’hypnorm (fentanyl citrate 0.315 mg/ml, fluanisone 10 mg/ml; Janssen-Cilag, High
Wycombe, UK), d’hypnovel (midazolam 5 mg/ml; Roche Products, Welwyn Garden City,
UK) et d’eau (Fresenius Health Care Group, Basingstoke, UK). Les souris ont été placées
dans la chambre d’irradiation, sous une protection de plomb de 3 mm d’épaisseur et perforée
pour n’exposer que la tumeur. Une irradiation localisée (0 or 8 Gy) a été délivrée en utilisant
I’appareil Pantak H.F. 320 kV. En fonction des groupes, les souris ont été traitées par
injections intratumorales de MV-NIS (1.5 x 10° TCIDs, dans 100 uL) & J1 (immédiatement
aprés irradiation le cas-échéant) et & J4. Les injections intrapéritoneales de **I (1 mCi dans
100 plL) ou de PBS ont été realisees a J7, et les injections intrapéritonéales de SAR-020106
ou de PBS ont été réalisées 1 heure avant la radiothérapie externe et 1 heure avant le

traitement par **I. La dose de SAR-020106 a été de 30 mg/kg, dissoute dans 50 pL d’une
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solution comprenant 75% de PBS et 25% de DMSO. De I’iodure de potassium a été ajouté a
I’eau de boisson des animaux avant le traitement par 1, afin de réduire la captation de **!I
par les tissus normaux. Les tumeurs ont été mesurées avant traitement puis 2 a 3 fois par

semaine. Les souris ont été sacrifiées quand les tumeurs mesuraient plus de 1.5 cm de plus

grand diamétre. Les expériences ont été terminées apres 10 semaines.

Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Graphpad prism
(version 5.0c). Le test de student, apparié ou non, a été effectué pour les comparaisons de
données paramétriques. Les analyses de variance (ANOVA) avec correction de Bonferroni
ont éte realisees pour les comparaisons de multiples groupes. Les analyses de courbes de

survie ont été réalisées par le test Mantel-Cox log-rank.
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RESULTATS

Effet cytopathique in vitro, réplication virale et expression transgeénique, in vitro

L’effet cytopathique a été observé en infectant les différentes lignées cellulaires
avec le virus MV-GFP. Quarante huit heures aprés infection virale, 1’effet cytopathique a été
caractérisé par la formation de larges syncitia multinucléés. La superposition avec I’image en
microscopie de fluorescence atteste de 1’expression du transgene viral de la GFP dans les
syncitia (figure 5). La capacité de MV-NIS a tuer les cellules cancéreuses a eté évaluée par
des tests au MTS. Les résultats de cette toxicité sont présentés en fonction de MOI utilisée
avec analyse 120 heures aprés I’infection (Figure 6a), et en fonction du temps entre 24 et 120
heures (Figure 6b). Les cellules HN5 ont été relativement résistantes 8 MV-NIS. Les courbes
de réplication virale ont montré la capacité du virus a se répliquer dans toutes les lignées
cellulaires testées (Figure 6¢). Un pic de réplication a été observé 48 heures apres ’infection,
indépendamment de la sensibilité de la lignée a la toxicité du virus. La réplication est restée
stable entre 48 et 96 heures, sauf dans la lignée PJ41 dans laquelle la réplication chute
rapidement, probablement en raison de la toxicité du virus dans cette lignée cellulaire sensible
a I’infection.

L’expression du transgéne NIS a été évaluée par essais de captation de 123] 24 et 48
heures aprés infection par MV-NIS. Les cellules HN-3, HN-5, PJ-41 et HCT-116 ont toutes
été capables de concentrer le I Cet effet a prédominé aprés 48 heures, et a été partiellement
aboli par I’addition de perchlorate de potassium, confirmant qu’il est li€¢ a I’expression

fonctionnelle du NIS dans les cellules (Figure 6d).

60



Figure 5. L’effet cytopathique de MV-GFP a €té observé en infectant les lignées cellulaires
HCT-116, HN-5, HN-3 et PJ-41. Quarante huit heures aprés infection virale, 1’effet
cytopathique a été caractérisé par la formation de larges syncitia multinucléés. La
superposition avec I’image en microscopie de fluorescence atteste de l’expression du
transgéne viral de la GFP dans les syncitia.
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Figure 6. La capacité de MV-NIS a tuer les cellules cancéreuses a été evaluée par des tests au
MTS. Les résultats de cette toxicité sont présentés en fonction de la MOI utilisée avec analyse
120 heures apreés I’infection (figure 6a), et en fonction du temps entre 24 et 120 heures
(figure 6b). Les courbes de réplication virale ont montré la capacité du virus a se répliquer
dans toutes les lignées cellulaires testées (figure 6¢). L’expression du transgéne NIS a été
évaluée par essais de captation de
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Effet thérapeutique de I’association de MV-NIS et de radiothérapie externe

La combinaison de radiothérapie externe et de MV-NIS a d’abord été étudiée par
test MTS. Les cellules ont été traitées avec 3 doses de MV-NIS (MOI 0, 0.1 ou 1) et 3 doses
de radiothérapie concomitante (0, 4 ou 8 Gy). L’irradiation a eu une toxicité dose-dépendante
dans toutes les lignées cellulaires, avec des niveaux variables de radiosensibilité en fonction
des lignées cellulaires. Les interactions médicamenteuses ont été évaluées par le test
d’indépendance de Bliss. Brievement, ce test évalue 1’effet d’une combinaison de deux
traitements. Soit F1 I’effet du traitement 1, F2 I’effet du traitement 2, F14+2 I’effet de la
combinaison. L’additivité des traitements est défini par FI1+2=FI1+F2-F1*F2. Si D’effet
observé est supérieur a la valeur d’additivité attendue, 1’effet est synergique. Si I’effet observé
est inférieur, 1’effet est antagoniste 198 Dans la lignée HN-5, MV-NIS et I’irradiation externe
ont eu des effets synergiques a 4 et 8 Gy d’irradiation, et a des MOI de 0.1 et 1. Dans la lignée
HN-3, une synergie a été observée a une dose d’irradiation de 4 Gy et un effet additif a été
observé a une dose de 8 GY, pour les MOIs de 0.1 et 1. Dans les cellules PJ-41, une synergie
a été observée a une MOI de 0.1 et un effet additif a une MOI de 1, a 4 et 8 Gy. A ’inverse,
dans la lignée HCT-116, I’interaction a été antagoniste. Cet effet est cependant probablement
a la grande sensibilité¢ de cette lignée a l‘infection virale seule et a la radiothérapie seule

(Figure 7).

L’effet thérapeutique in vitro a de plus été étudié par essais clonogéniques. Les
cellules ont éte traitées par MV-NIS (MOI 0.1) et une radiothérapie externe concomitante (0,
1, 2 ou 4 Gy en une fraction unique). La radiothérapie seule a eu une toxicité dose-
dépendante. Dans la plupart des conditions, 1’association de MV-NIS et de radiothérapie

externe a été synergique (pour HN-5) ou additive (pour HN-3, PJ-41 et HCT-116) (Figure 8).
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Figure 7. Association thérapeutique in vitro de MV-NIS et de radiothérapie externe (RE). La
toxicité a été évaluée par tests au MTS. L’effet de 1’association thérapeutique a été évalué par
le test d’indépendance de Bliss. Si I’intervalle observé des valeurs de 1’index de Bliss contient
0, D’effet est additif (jaune). Si cet intervalle est enticrement au dessus de 0, I’effet est
synergique (vert). Si cet intervalle est entierement au dessous de 0, 1’effet est antagoniste

(rouge).
HN5 EaMoio
E3 MOI0.1
100+ £ Mol 1
g
e
> -
z 50
w
0Gy 4Gy 8Gy
Bliss HN-5 MOI0A MOI1
RE 4 Gy
RE 8 Gy
HN3 E moi0
&3 Mol 0.1
1001 @ B Mol 1
g
2
> .
z 50
(2]
o-
Bliss HN-3

0.08 [0.01 to 0.10]

0.01 [0.003t0 005]

PJ41 E MOIO
E3 MOI 0.1
1001 @ £ MoI 1
£
S
> 504
5
(7]
0- -
0Gy 4Gy 8Gy
Bliss PJ(41 MOIDA MOI1
RE 4 Gy 0.01 [0.04 to 0.11]
RE 8 Gy -0.05 [0.08 to 001]
HCT116 E3 moio
B3 MOI 0.1
£
K-
> 50.
5
@
o_ b e o e X
0Gy 4Gy 8Gy
Bliss HCT-116 MOI0.A

RE 4 Gy

-0.002 [003 to 0.04]

64



Figure 8. Association thérapeutique in vitro de MV-NIS et de radiothérapie externe (RE). La
toxicité a été évaluée par tests clonogéniques. L’effet de I’association thérapeutique a été
évalué par le test d’indépendance de Bliss. Si I’intervalle observé des valeurs de 1’index de
Bliss contient 0, ’effet est additif (jaune). Si cet intervalle est entiérement au dessus de O,
I’effet est synergique (vert). Si cet intervalle est enticrement au dessous de 0, I’effet est
antagoniste (rouge).
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En fonction des lignées cellulaires et des virus utilisés, il a ét¢ démontré qu’une radiothérapie
externe peut augmenter 1’expression des récepteurs cellulaires pour le virus, augmenter la
réplication virale, ou I’expression des geénes viraux. L’effet de I’irradiation sur ces parametres
a eté évalue dans les lignées cellulaires HN-3, HN-5, PJ-41 et HCT-116.

L’expression du récepteur CD46 sur les cellules cancéreuses a été évaluée en
cytométrie de flux, avec la démonstration de I’expression de CD46 dans toutes ces lignées
cellulaires. L’effet de I’irradiation (0, 1, 2, 4 et 8 Gy) a été étudié avant irradiation, et 4, 24 et
48 heures aprés irradiation. L’irradiation n’a pas eu d’effet sur I’expression de CD46. (Figure
9).

L’effet de I’irradiation sur la réplication a également été étudié. Les cellules ont été
infectées et irradiées (0, 4 ou 8 Gy) avec 3 séquences différentes (infection 24 heures avant
irradiation, infection 24 heures apres irradiation, ou traitement concomitant). Quelque soit la
dose d’irradiation ou la séquence thérapeutique, I’irradiation n’a pas eu d’effet significatif sur
la réplication virale (Figure 10).

L’effet de I’irradiation sur I’expression du transgene NIS a été évalué par étude de
captation d’iode. Comme précédemment, les cellules ont été infectées et irradiées (0, 4 ou 8
Gy) avec 3 séquences différentes (infection 24 heures avant irradiation, infection 24 heures
apres irradiation, ou traitement concomitant). La captation d’iode a été étudiée 48 heures
apres infection. La radiothérapie externe a permis d’augmenter significativement 1’expression
du NIS dans les cellules infectées de maniere concomitante a la radiothérapie (Figure 11).
Comme témoin d’un agent toxique pour I’ADN, I’irradiation a ¢été remplacée par un
traitement par cisplatine a différentes concentration (0, 1 ou 5uM), avec traitement
concomitant de I’infection par MV-NIS. Dans les lignées HN-3, HN-5 et HCT-116, le
traitement par cisplatine a augmenté significativement I’expression fonctionnelle du NIS

(figure 12).
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Figure 9. La radiothérapie externe n’augmente pas 1’expression du récepteur cellulaire CD46.
Les cellules HN-3, HN-5, PJ-41 et HCT-116 ont été irradiées a 5 doses différents (0, 1, 2, 4 et

8 Gy). L’expression de CD46 a été évaluée par cytométrie de flux 4 heures, 24 heures et 48
heures aprés 1’irradiation.
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Figure 10. La radiothérapie externe (RE) n’augmente pas la réplication virale. Pour réaliser
les courbes de réplication virale, les cellules HN-3, HN-5, PJ-41 et HCT-116 ont été infectées
par MV-NIS a une MOI de 1, et irradiées a 3 doses différentes (0, 4 et 8 Gy), selon 3
séquences différents (traitement concomitant, MV-NIS 24 heures avant I’irradiation, ou
irradiation 24 heures avant ’infection).
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Figure 11. La radiothérapic externe (RE) augmente 1’expression fonctionnelle du transgéne
NIS. L’expression du transgéne NIS a été évaluée par essais de captation de ‘%I, 48 heures
aprés infection par MV-NIS. Les cellules HN-5, HN-3, PJ-41 et HCT-116 ont été infectées
par MV-NIS et irradiées a 3 doses différentes (0, 4 et 8 Gy), selon 3 séquences différentes
(traitement concomitant, MV-NIS 24 heures avant I’irradiation, ou irradiation 24 heures avant

I’infection).
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Figure 12. Un traitement par cisplatine peut augmenter 1’expression fonctionnelle du
transgene NIS. Les cellules HN-5, HN-3, PJ-41 et HCT-116 ont été traitées par cisplatine a
différentes concentrations (0, 1 ou 5 uM), avec traitement concomitant de 1’infection par MV-

NIS.
*P value <0.05
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Association de SAR-020106 avec radiothérapie externe ou thérapie virale, in vitro

L’activité antitumorale de SAR-020106, inhibiteur sélectif de Chk-1, en association
avec la radiothérapie externe ou MV-NIS, a été étudiée par essais clonogéniques. Les cellules
ont été traitées par SAR-020106 a une concentration de 0.1 uM, en association avec 4 doses
d’irradiation (0, 1, 2 ou 4 Gy). La radiothérapie externe et SAR-020106 ont eu des
antitumorales synergiques dans les 4 lignées cellulaires (HN-3, HN-5, PJ-41 et HCT-116)
(Figure 13).

Les cellules ont également été traitées par SAR-020106 a une concentration de 0.1
uM, en association &8 MV-NIS a une MOI de 0.1. Dans la lignée cellulaire HN-5, MV-NIS et
SAR-020106 n’ont pas eu d’effet cytotoxique en monothérapie. En revanche, 1’association a
eu un effet antitumoral significatif (P<0.05, ANOVA avec test de Bonferonni pour
comparaisons multiples) (Figure 14a). Dans la lignée HCT-116, MV-NIS a eu un effet
antitumoral significatif, 1’association avec SAR-020106 n’a pas ¢été significativement
supérieure. Pour étudier les mécanismes de 1’effet antitumoral de I’association de MV-NIS et
de SAR-020106, I’induction de 1’apoptose a été étudi¢e par Caspase-Glo® 3/7 assay. SAR-
020106 a significativement augmenté 1’activité caspase 3/7 induite par ’infection virale, dans
la lignée HN-5 pour des infections a MOI de 0.1 et 1 (P = 0.03 et 0.04, respectivement), et
dans la lignée HCT-116 pour des infections a MOI de 1 (P = 0.02) (Figure 14b). L’effet sur
’activité de la caspase-3 a de plus été étudié par western blot. Pour des infections & MOI de
1, il y a eu une augmentation dans 1’activité de la caspase-3 en cas d’association de MV-NIS

et de SAR-020106, par rapport a MV-NIS ou SAR-020106 seul (Figure 14c).
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Figure 13. Association thérapeutique in vitro de radiothérapie externe (0, 1, 2 ou 4 Gy) et de
SAR-020106 (0 ou 0.1uM). La toxicité a été évaluée par tests clonogéniques. L’effet de
I’association thérapeutique a été évalué par le test d’indépendance de Bliss. Si 'intervalle
observé des valeurs de 1’index de Bliss contient 0, I’effet est additif (jaune). Si cet intervalle
est entierement au dessus de 0, 1’effet est synergique (vert). Si cet intervalle est entierement au
dessous de 0, I’effet est antagoniste.
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Figure 14. Effet thérapeutique in vitro de 1’association de MV-NIS et de SAR-020106 dans
les cellules HCT-116 et HN-5. L’effet thérapeutique a été évalué par tests clonogéniques
(figure 14a). L’effet sur 1’activité caspasique a été évalué a I’aide du kit Caspase-Glo assay
pour détection de I’activité caspase 3/7 (figure 14b) et par western blot pour I’activité caspase
3 (figure 14c).

*P value <0.05, ANOVA avec correction de Bonferonni
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Association de MV-NIS, d**!1 et de SAR-020106, in vitro

La stratégie de radiovirothérapie a été etudiée in vitro par essais clonogeniques en
associant un traitement par MV-NIS et un traitement par **I. Les cellules ont été traitées par
MV-NIS & une MOI de 0.1, et par 50 pCi de **I. Dans la lignée HN-5, le traitement par MV-

NIS seul ou 3

I seul n’avait pas d’effet antitumoral. Cependant, la combinaison thérapeutique
a eu un effet antitumoral significatif, comparativement aux cellules témoins, aux cellules
traitées par MV-NIS seul et aux cellules traitées par **!I seul (p<0.05, ANOVA, test de
Bonferonni pour comparaisons multiples). Cet effet a été partiellement inhibé par un
cotraitement avec du perchlorate de potassium. Dans les cellules HCT-116, le traitement par
MV-NIS a eu un effet antitumoral significatif, mais pas le traitement par ™!l seul.
L’association a eu un effet antitumoral supérieur aux traitements par MV-NIS seul (p<0.05,
ANOVA, test de Bonferonni pour comparaisons multiples). Cet effet a de nouveau été inhibé
par le perchlorate de potassium (Figure 15a).

L’effet de 1’association de SAR-020106 a cette stratégie de radiovirothérapie a été
étudié in vitro. SAR-020106 a été ajouté au milieu de culture 1 heure avant et 48 heures apres
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le traitement par Dans les cellules HN-5, SAR-020106 n’a pas augmenté

1311 En revanche, dans la

significativement la toxicité de 1’association de MV-NIS et de
lignée HCT-116, l’effet a été statistiquement significatif (p<0.05, ANOVA, test de

Bonferonni pour comparaisons multiples). (Figure 15b).
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Figure 15. La stratégie de radiovirothérapie a été étudiée in vitro par essais clonogéniques en
associant un traitement par MV-NIS et un traitement par **!1 dans les cellules HCT-116 et
HN-5. Les cellules ont été traitées par MV-NIS & une MOI de 0.1, et par 50 pCi de |
(figure 15a). L’effet de I’addition de SAR-020106 a été étudié (figure 15 b)

*P value <0.05, ANOVA avec correction de Bonferonni

PP: perchlorate de potassium

a HCT-116 , HN-5 ;
100+ =
g 3
@ @
> E 504
; 5
7
&> & o o R
RS LR
«“‘} & 0 *\9’?‘ &
o\ o
& S
&
b
g
@
>
5
7

75



Essais thérapeutiques in vivo
Association de MV-NIS, radiothérapie externe et SAR-020106, in vivo

Pour évaluer I’association de MV-NIS et de radiothérapie, un modeéle de xénogreffe
tumoral sous-cutanée sur des souris nude CD1 a été utilisé. Les animaux ont été traités par
une injection intratumorale de MV-NIS (1.5 x 10° TCID50) & J1 et J4 du traitement, et ont été
traités par radiothérapie externe (8 Gy en une fraction) a J1. En cas de traitement par SAR-
020106, les animaux ont eu une injection intrapéritonéale de SAR-020106 1 heure avant
I’irradiation. Dans le modele HCT-116, MV-NIS ou la radiothérapie externe n’ont pas eu
d’effet significatif sur la survie. Cependant, I’association thérapeutique a significativement
augmenté la survie. Les survies médianes dans le groupe témoin, le groupe MV-NIS seul, le
groupe radiothérapie seule, le groupe radiothérapie + MV-NIS, et le groupe radiothérapie +
MV-NIS + SAR-020106 ont été respectivement de 14, 15.5, 18, 38 et 38 jours (Log-rank
(Mantel-Cox), p=0.003) (Figure 16a). Dans le modele HN-5, des différences de survie entre
les groupes ont aussi été observées (Log-rank (Mantel-Cox) X? = 12.8; df=5; p=0.025). Dans
le groupe témoin et le groupe radiothérapie, les survies médianes ont été de 32.5 et 35 jours,
respectivement. Dans les groupes MV-NIS, radiothérapie + MV-NIS, et radiothérapie + MV-
NIS + SAR-020106, les survies médianes ont été significativement augmentées, avec plus de

50% des animaux vivants aprés 10 semaines (Figure 16b).
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Figure 16. Essai thérapeutique in vivo, avec association de radiothéerapie externe (RE) (0 ou 8
Gy & J1), MV-NIS (0 ou 2 injections intratumorales de 1.5 x 10° TCIDsq & J1 et J4), et SAR-
020106 (0 ou 1 injection intrapéritonéale 1 heure avant I’irradiation), dans un mode¢le de
xenogreffe tumorale HN-5 (figure 16a) ou HCT-116 (figure 16b).
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Imagerie in vivo de la biodistribution virale dans le modéle HCT-116

La biodistribution a d’abord été évaluée in vivo par imagerie de fluorescence dans
un modéle de xénogreffe tumorale HCT116, comme décrit précédemment. Trois souris ont
été traitées a J1 par une injection intratumorale de MV-GFP (5 x 10° TCID50). L’imagerie a
été réalisée a J1 avant traitement, puis toutes les 24 a 48 heures. Pour une souris, aucun signal
spécifique n’a pu étre observé. Pour les deux autres autre souris, un signal se superposant a
I’image de la tumeur en microscopie standard a été observé. Pour I’une de ces souris, le signal
a été visible de J3 a J5, maximal a J4. Pour ’autre souris, le signal a été visible de J5 a J11,
maximal a J9. Cette souris a du étre sacrifiée a J11 devant le volume tumoral élevé (figure

17)
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Figure 17. Dans un modéle de xénogreffe sous-cutanée HCT-116, imagerie de florescence in
vivo aprés injection intratumorale de MV-GFP. Pour la souris de gauche, un signal
intratumoral a été visible de J3 a J5. Pour la souris de gauche, un signal intratumoral a été
visible de J5 a J11. Pour la souris du milieu, aucun signal spécifique n’a été visible.
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L association de MV-NIS, radiothérapie externe, SAR-020106 et *!1 a un effet antitumoral
significatif in vivo.

Dans le méme modele tumoral HCT-116 que décrit précédemment, les souris ont
été traitées par différentes associations de MV-NIS (1.5 x 10° TCID50 a J1 et J4,
intratumoral), radiothérapie externe (8Gy en une fraction & J1), **I (1 mCi intrapéritonéal a
J7) et SAR-020106 (30 mg/kg intrapéritonéal, 1 heure avant la radiothérapie et 1 heure avant
le traitement par **'1). Cing groupes ont été traité comme suit : MV-NIS + SAR-020106; MV-
NIS + EBRT + SAR-020106; MV-NIS + ™'I; MV-NIS + 'l + SAR-020106; et la
quadrithérapie MV-NIS + EBRT + ¥ + SAR-020106. 1l n’y a pas eu de différence
significative de survie parmi les 4 premiers groupes. Cependant, la survie a été

significativement améliorée dans le groupe traité par quadrithérapie (p=0.03) (Figure 18).
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Figure 18. Essai thérapeutique in vivo, avec association de radiothérapie externe (RE) (0 ou 8
Gy & J1), MV-NIS (0 ou 2 injections intratumorales de 1.5 x 10° TCIDs & J1 et J4), *!1 (0 ou
une injection intrapéritonéale de 1 mCi a J7), et SAR-020106 (0 ou 1 injection
intrapéritonéale 1 heure avant la radiothérapie externe et avant le traitement par **1), dans un
modeéle de xénogreffe tumorale HCT-116. La quadrithérapie augmente significativement la
survie des animaux (Log-rank (Mantel-Cox) p=0.03).
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DISCUSSION

In vitro, nous avons démontré que MV-NIS peut tuer les cellules de cancer ORL
HN-3, HN-5 et PJ-41, ainsi que les cellules de cancer colorectal HCT-116. Le virus peut s’y
répliquer, et y exprimer le transgéne NIS. Les modeles in vitro sont limités pour explorer
I’association d’une thérapie virale et de radiothérapie externe. Les essais MTS peuvent sous-
estimer les effets retardés de la radiothérapie. Au cours d’un essai clonogénique, une longue
incubation avec un virus capable de se répliquer peut conduire a une toxicité majeure, malgré
une faible dose de virus. Pour limiter cette toxicité du virus, les cellules étaient prétraitées
avec le virus 48 heures avant I’ensemencement des cellules a densités clonogéniques. Cet
essai en 2 phases peut cependant sous-estimer 1’effet du virus. Toutefois, nous avons montré
gue MV-NIS et une radiothérapie externe a des effets antitumoraux synergiques, dépendant
des doses thérapeutiques et des lignées cellulaires. Pour tenter d’expliquer cette synergie,
plusieurs mécanismes possibles ont été explorés. Nous avons démontré que la radiothérapie
externe n’augmente pas la réplication virale dans les lignées cellulaires étudiées, n’augmente
pas l’expression cellulaire de CD46, mais augmente 1’expression génique virale. Cette
propriété est particuliérement intéressante dans notre stratégie d’association de radiothérapie
externe et de radioviothérapie basée sur I’expression du transgéne virale NIS. In vitro, nous
avons de plus démontré que SAR-020106, un nouvel inhibiteur de Chk-1, a des propriétés
antitumorales synergiques avec la radiothérapie externe. SAR-020106 peut également avoir
un effet synergique significatif avec MV-NIS, cet effet étant lié a une majoration de
I’apoptose induite par le virus. Enfin, in vitro, nous avons demontré que MV-NIS peut guider
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un traitement radio-isotopique par Dans les cellules de cancer colorectal HCT-116, cet

effet est augmenté par I’association avec SAR-020106.
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In vivo, nous avons démontré que MV-NIS et radiothérapie externe ont des effets
synergiques dans un modeéle de cancer colorectal HCT-116. L’objectif primaire de notre étude
a été d’évaluer Dassociation de MV-NIS, d’un traitement par ¥ guide par NIS, de
radiothérapie externe et de SAR-020106. Nous avons démontré que la quadrithérapie a une
activité antitumorale significative, avec augmentation de la survie des animaux.

L’¢équipe de I’'Institute of Cancer Research a auparavant démontré que 1’association
d’une radiovirothérapie guidée par un adénovirus non réplicatif codant le NIS, avec une
radiothérapie externe et des agents radiosensibilisants a des effets antitumoraux significatifs,
comparé a chaque traitement seul. La progression logique de cette é¢tude a donc été d’évaluer
cette stratégie avec un virus oncolytiqgue. MV-NIS est actuellement testé dans des études de
phase 1, chez des patients atteints de gliome, de mésothéliome pleural, et de myélome. La
radiothérapie externe est un outil majeur du traitement des cancers ORL et du rectum. Pour
améliorer I’efficacité de la radiothérapie, la recherche s’est concentrée ces derniéres années
sur des modifications de la dose d’irradiation, sur la durée du traitement et sur les techniques
d’irradiation. Cette derniere approche, impliquant la radiothérapie conformationnelle en 3
dimensions (3-DCRT) ou la radiothérapie par modulation d’intensit¢é (IMRT), permet
d’augmenter la dose d’irradiation en évitant une toxicité inacceptable aux tissus sains. De
nombreux cancers ont une réponse a I’irradiation dépendante de la dose d’irradiation, de telle
maniére qu’une faible augmentation de la dose peut étre associée a une nette amélioration du

controle local du cancer'®®

. Associer une radiothérapie externe a une radiovirothérapie est une
approche innovante visant a majorer la dose totale d’irradiation, sélectivement dans la tumeur.
Notre étude soutient fortement de futures recherches translationnelles et cliniques évaluant

une radiothérapie avec MV-NIS et combinée avec une radiothérapie externe et de nouveaux

agents radiosensibilisants.
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Nous avons démontré que SAR-020106 peut avoir des effets synergiques avec la
radiothérapie, le traitement radio-isotopique, mais aussi MV-NIS. L’activation de Chk-1 peut
répondre aux dommages de I’ADN induits par I’irradiation. Les relations des virus avec les
voies de réponse aux dommages de I’ADN sont moins connues. L’équipe de I’'Institute of
Cancer Research a auparavant démontré que la radiothérapie peut augmenter 1’expression
génique d’un adénovirus dans des cellules de cancer ORL et de cancer colorectal HCT-116.
L’inhibition de MAPK/ERK et de PI3K (mais pas de p38MAPK) diminue cette régulation
positive de I’expression génique induite par I’irradiation, suggérant que ces voies de
signalisation ont un réle important dans 1’expression génique de 1’adénovirus dans les cellules
irradiées. Dans la méme €tude, des inhibiteurs de la réparation de I’ADN ciblant ATM, DNA-
PK et PARP ont encore augmenté 1’expression génique induite par 1’irradiation. Cet effet a
été 1ié a la voie de signalisation MAPK/ERK/Egr-1 ®. Plusieurs protéines virales sont
capable d’interagir avec des protéines cellulaires impliqués dans la réponse aux lésions de
I’ADN . Des interactions avec Chk-1 ont été décrites. La protéine Tax du virus Human T-
cell leukaemia virus type 1 (HTLV-1) interagit avec Chk1, inhibant I’activité kinase de Chk1
et I’arrét du cycle cellulaire en G2 induit par Iirradiation®”. Les relations du virus de la
rougeole avec les voies de réponse aux dommages de I’ADN doivent étre étudiées. Les
inhibiteurs de la réparation de I’ADN sont des agents prometteurs pour augmenter 1’efficacité
d’une radiovirothérapie, en association avec une radiothérapie externe, puisqu’ils pourraient
majorer ’activité de tous les agents thérapeutiques de cette stratégie (virus, radio-isotope et

radiothérapie externe).
Comme décrit dans [Dintroduction, différentes méthodes pourraient permettre

d’améliorer une stratégie de radiovirothérapie basée sur MV-NIS. La sélectivité¢ de I’infection

pourrait &tre améliorée par des modifications de la protéine virale H, qui se lie aux récepteurs
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cellulaires. Cette liaison pourrait étre redirigée vers des récepteurs plus spécifiques des
cellules cancéreuses, augmentant & la fois la sécurité du traitement et son efficacité %% Le
systéme immunitaire peut avoir un effet positif sur 1’activité antitumorale du virus, lorsque la
mort cellulaire induite par le virus permet la libération d’antigénes tumoraux stimulant une
réponse immunitaire antitumorale spécifique. Cependant, le systeme immunitaire peut aussi
étre dirigé contre le virus, limitant I’impact du traitement. Ainsi, une stratégie de cellules
transporteuses a été développée, visant a contourner la réponse immunitaire anti-virale. Le
virus peut étre incorporé dans une cellule qui le transporte dans la tumeur, sans 1’exposer au
systéeme immunitaire. In vivo, cette approche a été évaluée avec succes avec le virus de la
rougeole, en utilisant des mastocytes, des cellules endothéliales, des cellules souches
mésenchymateuses, et des cellules cancéreuses mortellement irradiées °” * 2%, Associer la
thérapie virale a un traitement immunosuppresseur est une autre méthode visant a limiter la
réponse immunitaire anti-virale. Un essai clinique de phase 1 évalue actuellement
’association de MV-NIS avec du cyclophosphamide. De plus, NIS peut guider I’entrée de
nombreux radio-isotopes dans la cellule (lode-123, lode-124, lode-125, lode-131,
Technétium-99m, Rhénium-186, Rhénium-188, Astate-211), multipliant les possibilités de

204 Tous ces récents

son utilisation en thérapeutigue ou en imagerie métabolique
développements pourraient améliorer la radiovirothérapie avec MV-NIS, qui est fortement

encouragée par notre étude.
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Optimisation de la radiovirothérapie en associant un traitement radio-isotopique vectorisé par
un virus de la rougeole oncolytique, une radiothérapie externe et une inhibition de checkpoint
kinase-1.

La radiovirothérapie est définie comme étant 1’utilisation de virus infectant les cellules
cancéreuses pour guider un traitement radio-isotopique. Les virus oncolytiques sont des virus capables
de se répliquer sélectivement dans les cellules cancéreuses, et de tuer ces cellules. Associer une
radiovirothérapie a une radiothérapie externe est une méthode innovante pour augmenter la dose totale
d’irradiation sélectivement dans la tumeur. L’objectif de ce travail a ét¢ d’évaluer une approche de
radiovirothérapie avec un virus de la rougeole oncolytique codant le symporteur sodium/iodure NIS
(MV-NIS). MV-NIS a été associé a un traitement par **'l, & une radiothérapie externe, et a un
traitement par SAR-020106, un nouvel agent radiosensibilisant inhibiteur de Checkpoint-1. Cette
approche a été testée dans des modeéles de cancer ORL et colorectal (HCT-116). In vitro, I’association
de MV-NIS et de radiothérapie externe a eu des effets antitumoraux synergiques. La radiothérapie a
augmenté 1’expression fonctionnelle du NIS dans les cellules infectées. SAR-020106 a eu des effets
synergiques avec la radiothérapie externe et avec MV-NIS. MV-NIS a permis de guider un traitement
par "*!1 dans les cellules infectées. Dans les cellules HCT-116, cet effet a été augmenté par SAR-
020106. Dans un modele murin de xénogreffe tumorale sous-cutanée HCT-116, MV-NIS et une
radiothérapie externe ont eu des effets synergiques. La quadrithérapie a eu une activité antitumorale
significative, avec amélioration de la survie des animaux. Ces résultats supportent fortement de futures
recherches translationnelles et cliniques sur I’association de MV-NIS, de radiothérapie et d’agents
radiosensibilisants.

Mots-clés : virus de la rougeole oncolytique, radiovirothérapie, radiothérapie externe, agents
radiosensibilisants

Optimising measles virus-guided radiovirotherapy with external beam radiotherapy and specific
checkpoint kinase 1 inhibition

Radiovirotherapy is defined as the use of viruses to deliver radioisotopic treatment into
infected cells. Oncolytic viruses are able to selectively target and kill cancer cells. Combining external
beam radiation therapy (EBRT) with radiovirotherapy is an innovative method to increase the total
radiation dose selectively within tumour cells. Our aim was to evaluate a radiovirotherapy approach
using Edmonston strain measles virus engineered to express the sodium/iodide symporter NIS (MV-
NIS). We evaluated the therapeutic efficacy of a combination of MV-NIS, NIS-guided radioiodide,
EBRT and a specific checkpoint-1 inhibitor (SAR-020106). This approach was investigated in head
and neck and colorectal (HCT-116) cancer cells lines. We show that EBRT and MV-NIS exerted
synergistic in vitro anti-tumour effects. EBRT increased NIS expression in infected cells. SAR-020106
had synergistic antitumour effect both with EBRT and with MV-NIS. We have demonstrated that MV-
NIS mediated **!I toxicity. In HCT-116 cells, this effect was enhanced by SAR-020106. In vivo, we
have demonstrated that MV-NIS and EBRT had synergistic effects in an HCT-116 subcutaneous
tumour model. The combination of MV-NIS, virally-directed **'I, EBRT and SAR-020106 was
evaluated in vivo in the same HCT-116 tumour model. This quadruplet regimen had significant
antitumour activity, associated with an increased survival of animals. Our study strongly supports
further translational and clinical research on MV-NIS in combination with radiation therapy and
radiosensitising agents.

Keywords : oncolytic measles virus, radiovirotherapy, external beam radiation therapy, radiation-
sensitizing agents
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