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Je dédie ma thése a mes trois grands-parents, emportés trop tét par le cancer,

C’est en vous que je puise toute ma motivation,

J’espére que vous auriez été fiers de moi,



Je tiens a remercier les membres rapporteurs et examinateurs du jury, le Dr Nolwenn
Jouvenet, le Dr Marc Dalod, le Dr Philippe Erbs et le Dr Marc Grégoire d’avoir accepté

d’évaluer mon travail de thése.

Merci a tous les collaborateurs de I’Institut Pasteur de Paris, en particulier Frédéric
Tangy et Nolwenn Jouvenet, pour leur expertise en virologie et les réunions trés intéressantes

gue nous avons partagées.

Merci aux membres de mon comité de these, le Dr Franck Halary et le Dr Nathalie
Heuzé-Vourc’h qui ont suivi I’évolution de mon travail pendant ces années. J’adresse un
remerciement particulier a Nathalie, qui m’a donné envie de me lancer dans ces études en
m’encadrant pendant des stages volontaires que j’ai effectués dans mes premicres années a la
fac. Nathalie, merci pour ton soutien depuis tout ce temps, pour ta confiance en moi et tes

conseils.



Eh bien nous y voila, il est temps pour moi de vous écrire quelques mots... J’ai
repoussé ce moment au maximum, car cela représente la fin d’un chapitre de ma vie et

j’avoue que j’ai du mal a ’accepter !

Marc, notre grand manitou, je te remercie de m’avoir accueillie dans ton équipe
depuis mon stage de master 2, méme si a cette époque tu avais dit “on ne prend plus de filles
dans le labo”... ! I’espére que tu ne regrettes pas ! © En tous cas merci de m’avoir donné
cette chance de travailler sur ce sujet si passionnant. Je souhaite vraiment que ta motivation
durant toutes ces années permette a OncoVita de voir le jour. Ton emploi du temps de
ministre m’a toujours impressionnée et tu vas maintenant devenir directeur de 1’unité mais
j’espere que tu pourras toujours te dégager du temps pour endosser ta casquette de “papy
gateau” ! Je n’oublierai pas ton sourire, ta générosité, ta musique zen et tes petites lunettes

rondes !

Jeff, mon directeur de thése, je te dois un grand merci pour m’avoir encadrée toutes
ces années ! J’ai énormément apprécié tous les moments que nous avons passés a échanger,
J’ai beaucoup appris de toi grace a ta motivation a me faire partager tes connaissances
scientifiques et ton expérience. Merci pour ta disponibilité face a mes questions incessantes,
mes doutes, mais aussi pour une derniere répétition de ma présentation pour Ottawa un
samedi matin en plein mois de juillet et pour tes réponses a mes appels de panique pendant ma
rédaction de thése...! Ce long chemin qui est celui de réaliser une thése a été une tres bonne
expérience pour moi, trés enrichissante, et ton enthousiasme face aux résultats a été porteur.
Garde cette passion qui t’anime ! © Je te remercie pour ta rigueur dans la rédaction des
papiers et la réalisation des figures, cela a été tres formateur pour moi.

J’ai été ravie d’aller avec toi au congrés OVC a Boston ! C’était vraiment tres
intéressant et motivant, et nous avons passé de bons moments avec Johann, Cécile et Philippe
de Transgene. C’était en plus la premicre fois que je traversais 1’Atlantique ! Le retour a été
moins drole, surtout pour toi avec ton siége d’avion défraichi et les petits voisins pas trés
sages assis derriére toi... ! © Sans oublier la course dans 1’aéroport pour finalement rater
notre avion pour rentrer a Nantes...!

Je me souviendrai aussi toujours lorsque tu m’as annoncé qu’on irait au congrés DC

2014... Tu as commencé par me dire que tu étais allé a ce congres en Australie, aux USA, en



Angleterre, en Allemagne... pour finalement m’annoncer que cette fois ¢a serait a Tours, ma
ville natale !! Grand moment qui me fait encore rire (car heureusement j’ai pu me rattraper
avec Boston 1©).

J’espere tres sincerement que 1’on se retrouvera autour d’un café ou d’une biere lors de
mes retours en France pendant mon post-doc, pour parler de science et d’autres choses ! Mais
tu seras peut-étre devenu un champion de natation d’ici 1a ! © Pour I’instant on se donne déja

rendez-vous a OVC 2016 a Vancouver !l ©

Christophe, merci pour ton aide et tes conseils pour certaines de mes manips ! Mon
seul regret est de ne pas avoir joué plus souvent au tennis avec toi. Mais je sais que tu as peur
de perdre car j’ai bien vu que tu as voulu m’anéantir en jouant avec Nico et moi un jour ou il
faisait 40°C a I’ombre...! © En tous cas j’ai été contente de pouvoir suivre les scores et
débriefer des matchs de Roland-Garros avec toi ! Je te dis a bientot et je suis libéréééeee

délivréééeee... | ©

Daniel, je souhaite vivement que les projets de modeles animaux fonctionnent pour
enfin pouvoir tester le MV dans un modéle immunocompétent, mais ¢’est en bonne voie ! En
tous cas merci pour ta patience ! Je n’oublierai pas les blagues imprimées au café ni les supers

galettes des rois que tu ramenais ! ©

Nico, dit aussi Nicoletta ou Boisgerotte, je tiens d’abord a te remercier pour
I’invitation a ton pot de thése ! hi hi hi... A ton retour dans le labo, j’ai d’abord eu peur de toi,
mais ¢a ¢’était avant que tu dévoiles ta vraie personnalité ! On a bien rigolé avec Vivi et Iza
aussi ! Les séances de craquage, les tirs au pistolet, les brunchs en jogging, les lancers de
clémentines et les potinages, n’est-ce pas “oreille qui traine”... ! Ce fut super agréable aussi
de pouvoir discuter des manips et de profiter de ton expérience. Merci pour ta patience face a
mes nombreuses questions...Tu m’as beaucoup rassurée. En tous cas j’espere vraiment que
j’aurai un parcours comme le tien ! Qui sait, on se retrouvera peut-étre un jour pour travailler
ensemble ! Enfin pour ca, il faut que ton stage de chercheur soit validé, et ce n’est pas
gagné... ! © J’espére que je vais quand méme un peu te manquer, méme si tu m’as dit loin
des yeux loin du cceur...en bon pourri que tu es ! © En tous cas ¢a va me manquer de ne plus
avoir quelqu’un qui m’embéte un peu...beaucoup... ! Ah oui j’allais oublier, j’ai gagné mon

pari ! J’avais fait moins de 10 fautes dans mon intro que tu as corrigée ! ©



David, dit mon Dave, merci de m’avoir encadrée pour mon stage de master 2 ! J’ai été
ravie d’étre ton esclave M2 ! hi hi hi Toi aussi tu as subi mes innombrables questions...mais
tu as toujours répondu avec le sourire ! Je me souviens des pauses choco, des vacances au ski
a Cauterets avec Victor, Clarisse et Florent, du parc Astérix et tant d’autres bons moments que
I’on a passés ensemble !! © Je te remercie pour ton soutien, je sais que je peux compter sur
toi ! Pendant ces 2 ans et demi ou tu es parti a Toronto on s’est toujours donné des nouvelles,
on papotait sur Skype réguliérement, je souhaite que ¢a se passe pareil pendant mon post-doc
car je tiens a notre amitié ! C’était génial de te retrouver ces quelques jours a Ottawa cet éte,
de découvrir la ville et de faire de belles balades en vélo ! Je suis triste par contre de partir au
Canada alors que tu viens de rentrer en France... ! Mon Dave, je te souhaite de le décrocher
ce poste de chercheur, tu as un super parcours et tu as fait un post-doc au top, tu le mérites
no

JB, ou “JB de la night” comme on t’appelait avec Iza, j’ai passé de trés bons moments
avec toi au labo et je te remercie de m’avoir formée sur les manips avec les DC. J’ai compris
a quel point travailler sur ces cellules est a la fois génial et frustrant...quand on ne récupére
que quelgques DC pour toute une manip qu’on avait initialement prévue... ! Je trouve ¢a super
qu’on se soit réguliérement revus pendant ton post-doc a Paris pour un apéro ou un resto avec
tout le monde. Comme je le disais, Le Labo c¢’est une grande famille !! Maintenant revenu sur
Nantes je te souhaite de t’épanouir professionnellement, mais j’ai confiance ! Merci de nous
avoir invités a partager le grand jour de ton mariage avec Stéphanie, je vous souhaite

beaucoup de bonheur !! Hate de voir la bouille des minis JB ! ©

Camille, dit Linotte ou Linus, c¢’est notre pharmacien a nous. On n’a pas été dans le
méme bureau mais tu aimes bien venir parfois faire un petit coucou dans le box des
meilleures, celui dans lequel on est avec Vivi bien slr ! J’aimais bien étre avec toi dans la
salle de culture avec ta musique a fond qui donne la péche ! © Bon courage pour finir ta

thése, et j’espére que ton projet de tour du monde post-these avec Léa va se réaliser ! ©

Thibaut, tu es arrivé au moment de la rédaction de ma thése, donc je n’ai pas passé
beaucoup de temps au Labo avec toi mais en tous cas tu es trés sympa et tres souriant et
j’aurais bien aimé plus te connaitre ! Je te souhaite bon courage pour ta these, surtout avec

Christouf... hi hi hi non je rigole ! ©



Maintenant voici les p’tits mots de p’tite Carole pour les filles du Labo. Eh oui Marc,

finalement il y a toujours beaucoup de filles dans cette équipe ! ©

Vivi, ma Vivi, tant de choses a dire!! Quelle chance j’ai eu de pouvoir venir
m’installer a ce bureau aprés Jihane ! On a passé tellement de bons moments ensemble
pendant toutes ces années ! Je te remercie pour ton soutien, tu as toujours été trés présente
pour moi et rassurante...Ta détermination m’impressionne, mais ¢a c’est la Vivi
compétitrice ! J’adore ton humour et quand nous partons en fou rire c’est génial ! C’est bon
pour le moral et ¢a va beaucoup me manquer ! Le Boisgerotte nous en a fait voir de toutes les
couleurs mais on ne s’est pas laissées faire ! Bon par contre on a toujours autant de mal a le
faire parler de sa vie et on n’a pas réussi a le caser non plus...mais je compte sur toi ma
Vivi I © Nos discussions et nos potinages vont énormément me manquer de I’autre c6té de
I’Atlantique, mais je compte bien sur le fait que tu me racontes tout ! Mais n’oublions pas,
attention a notre karma... ! hi hi hi © Je te souhaite beaucoup de bonheur avec ton Nounours
et ton petit William, bébinou que I’on a attendu avec impatience et qui est trop chou !! Il va
beaucoup manquer a tata Carole... Bon a quand la bague au doigt ? Je vais avoir une petite
discussion avec Nounours avant de partir ! © Merci pour tout ma Vivi, je vais étre trés triste
de devoir boucler mes affaires, mais je me dis que j’ai eu de la chance de te rencontrer et que

tu fais partie de ma petite vie ! ©

Clarisse, ma Clamisse, on en a partagé aussi de bons moments ensemble ! Des
discussions autour d’un petit café ou d’un petit thé, des sorties ciné, des déjeuners cosy a la
maison de Bertille avec Vivi aussi, des ateliers perles...sans oublier les vacances au ski a
Cauterets, quelques week-ends a la mer et les soirées déguisées chez toi et Mélissa ! Merci
également pour ton écoute car tu as toujours été la dans les bons moments et les périodes plus
difficiles...Toi et ton sourire vous allez beaucoup me manquer ! © Je te souhaite de
t’épanouir dans ta vie professionnelle et personnelle, pour te sentir bien ! © Méme si tu as dd
quitter 1’équipe c’est super de continuer a partager ces déjeuners au bureau toutes les 3 avec
Vivi, entre copines ! © Je n’arrive pas a me dire que je vais partir mais je suis confiante quant
au fait que 1’on va se donner des nouvelles ! De toute facon il y a intérét car tu vas beaucoup

me manquer. ..

Iza, ma Iza, j’entends encore ton rire si communicatif dans les bureaux de 1’équipe ! Il

me manque depuis que tu es partie pour 1I’Australie...Merci d’avoir été aussi présente pour



moi, méme jusqu’a la fin ou tu m’envoyais des messages encourageants depuis 1’autre bout de
la Terre...! Quelle chance de t’avoir rencontrée ! On a partagé aussi beaucoup de bons
moments, a embéter notre JB de la night notamment, puis Boisgerotte ensuite ! © En tous cas
je te remercie car je me rassurerai toujours sur la quantité de chaussures que j’ai chez moi en
me disant que toi il te faudrait carrément une piéce spéciale pour loger toutes les tiennes ! ©
hi hi hi Je ne sais pas si on arrivera a se croiser en France avant mon départ, mais on se donne

rendez-vous au Canada ou en Australie, c’est obligé ! ©

Tiphaine, je suis sre que tu vas assurer pour ta these ! Tu as hérité d’un projet pas si
facile avec 1’étude transcriptomique mais tu m’impressionnes avec ton acharnement et ta
motivation ! Tu es toujours de bonne humeur et c’est super agréable ! J’ai été ravie de
travailler avec toi ! J’espére te voir a Vancouver au congres OVC 2016 avec de supers

résultats | ©

Joélle, je n’ai aucun doute non plus sur le fait que tu vas faire une belle thése ! C’est
bien vous étes arrivées en méme temps dans 1’équipe avec Tiphaine et vous allez pouvoir
vous soutenir ! © Ne te laisse pas faire avec Boisgerotte ! Ton calme et ton sourire ont
toujours été rassurants ! © Ce fut un plaisir de partager ces moments au Labo avec toi ! Je te

confie mon bureau, tu vas voir on s’y sent bien ! ©

Mathilde, tu as été une étudiante trés agréable, curieuse et super motivée ! Que tu
poursuives en these ou que tu décides de stopper maintenant, tu feras quelque chose de
bien ! © le principal c’est de s’épanouir dans ce qu’on fait ! Je te souhaite plein de belles

choses pour la suite !

Sophie, notre maman du Labo toujours aux petits soins pour nous ! Ton sourire et ta
grande générosité vont me manquer ! et aussi tes macarons super bons... !! Tu es toujours
préte a aider et on sait que I’on peut compter sur toi ! Mais il faut aussi que tu penses a toi...
alors promets-moi de profiter de moments rien qu’a toi, a jardiner ou a faire de la couture ! Tu

m’enverras des photos de tes créations ! ©

Nadege, tu es arrivée il y a peu de temps au Labo et j’ai pourtant I’impression que tu
es parmi nous depuis longtemps! © Les mois partagés au Labo avec toi ont été tres

agréables ! Tu as toujours un mot gentil et on a bien rigolé ! La quantité de travail que tu as



fournie m’a impressionnée ! Je te souhaite vraiment de pouvoir continuer a faire ce qui te

plait, et ou que tu ailles les gens ne pourront que t’apprécier ! ©

Delphine, je te remercie pour ta disponibilité et ta rigueur, ce fut un réel plaisir de
travailler avec toi ! Bon courage pour la suite, car je vois que 1’agenda est toujours bien
rempli, mais je libére des places... ! C’était chouette que vous soyez venues dans nos bureaux

avec Anne-Claire ! © on a pu profiter de vous voir un peu plus !

Anne-Claire, comme avec Delphine, ¢ca a été super de travailler avec toi ! Merci pour
toutes les élutriations (ou pas) que je t’ai faites faire...! On a une chance incroyable de vous
avoir sur la plateforme ! On a passé de bons moments ensemble, & aller prendre un verre avec
tout le monde le soir aprés le boulot, au parc Astérix et n’oublions pas surtout notre match de
hockey sur glace mémorable ! © J’espére que tu seras toujours au Labo quand je rentrerai

faire un coucou sur Nantes ! ©

Et voila, il y en a du monde dans cette grande famille !' Un grand merci a tous car ¢a a
été une chance énorme de pouvoir travailler dans une telle ambiance toutes ces années, aussi
bien entourée ! Je repars aussi du Labo avec des ami(e)s qui comptent beaucoup pour moi.

Je pense que c’est rare de retrouver ¢a ailleurs. Je suis slire que Marc a un secret bien gardé,

car n’oublions pas...“Grégoire un Jour, Grégoire Toujours”... !

Je tiens aussi a remercier Juliette et Nadége de la plateforme de cytométrie. Vous
n’allez plus me voir arriver avec mon petit calendrier pour vous réserver tous vos jeudis

apres-midis !! ¢a a été top de travailler avec vous !

Merci aussi aux membres de 1’équipe 3 avec qui j’ai passé de supers moments !
Tiphaine, Nico, Sylvain, Maud, Romain, Agneés et Virginie vous allez me manquer ! Vous
avez toujours un sourire accroché a vos levres et ¢a fait plaisir de vous croiser dans les

couloirs! On a aussi passé de bonnes soirées ensemble ! ©

Un p’tit mot spécial pour Tiphaine, tu vas beaucoup me manquer...On se ressemble
sur certains traits de notre caractére, et on se comprend donc trés bien ! Merci beaucoup pour
ton écoute et ton soutien ! J’ai adoré aller a la gym suédoise avec toi, je suis contente de te

I’avoir faite découvrir ! C’¢était chouette de se motiver toutes les 2 ! Et on peut se féliciter



d’avoir quand méme réussi a amener les deux Nico et Romain avec nous! Bon d’accord
c’était pas tres dur parce que la prof était mignonne mais bon... on a quand méme réussi !! Je
te souhaite tout plein de courage pour finir ta these, mais je ne doute pas que tout va bien se
passer pour toi ! Je regrette vraiment de ne pas étre la pour toi, mais je te soutiendrai a
distance, compte sur moi !! Je ne doute pas que 1’on va garder contact, car de toute fagon, les

Poissons et les Cancers sont faits pour étre amis non ?... ©

Sylvain, Maud et Nico, bon courage a vous aussi pour finir cette thése, je suis aussi
triste de me dire que je ne pourrai pas vous Vvoir et que je ne pourrai pas féter ¢ca avec vous,

mais vous me raconterez !!

Un petit mot aussi pour les amis de ma promo, Cassie-Marie, Leslie, Maéva,
Charlotte, Romain, Kristell, Jessie, Sophie... On a passé de belles années en Master a la fac
puis on s’est tous soutenus et encouragés en thése ! J’espére pour vous que tout va bien se

passer pour la suite, maintenant que 1’on est tous Docteurs ! © On se donnera des nouvelles !

Merci aussi a tous mes amis qui m’encouragent depuis toutes ces années et avec qui je

peux partager ma passion !!

Je tiens enfin a remercier mes parents qui ont toujours cru en moi et encouragé. Sans
eux je n’en serai pas la aujourd’hui. Merci a ma sceur qui m’a toujours apporté tout son
soutien. Enfin, je dois beaucoup a Victor qui a vécu cette période de ma vie a mes cotés, qui
m’a toujours soutenue a chaque instant et aussi supportée... ! © Nous partons maintenant
vivre cette aventure au Canada tous les deux et j’espére que nous allons en profiter au

maximum !! Mais tant que 1’on est tous les deux, tout ne peut que bien se passer...! ©

Merci a tous, et vous étes bien sdr les bienvenus pour une visite a Ottawa !!!

P’tite Carole
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INTRODUCTION




Le mésothéliome malin est une tumeur agressive des séreuses telles que la plévre, le
péritoine et le péricarde. Le mésothéliome pleural malin (MPM), touchant la plevre, est le
plus fréquent des mésothéliomes déclarés (80%) [1]. La plévre est la séreuse recouvrant les
poumons et on distingue la plevre pariétale, située contre la paroi thoracique, de la plevre
viscérale accolée aux poumons. Ces deux feuillets délimitent la cavité pleurale renfermant un
liquide, le liquide pleural, assurant le glissement des deux feuillets 1’un sur 1’autre lors de la
respiration. L apparition d’un MPM se caractérise par un envahissement de la cavité pleurale
par les cellules mésothéliales tumorales et un épanchement pleural, correspondant a une
augmentation considérable du volume de liquide pleural (15mL chez un individu sain, 1 a 2L
chez un patient atteint de MPM). Cette accumulation de liquide pleural est responsable d’une
géne respiratoire (dyspnée), symptéme majeur du MPM.

Le MPM peut se présenter sous plusieurs formes histologiques : épithélioide (60% des
cas de MPM), sarcomatoide (10%) ou biphasique (30%), cette derniére étant composée des
deux formes épithélioide et sarcomatoide. Cette terminologie a été définie par la classification
de I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) en 2004 et sert de référence pour le diagnostic
de cette tumeur.

Bien que I’incidence de ce cancer soit faible, avec 10 a 30 cas diagnostiqués pour un
million de personnes dans la majorité des pays d’Europe [2], il est actuellement considéré
comme un enjeu de santé publique étant donné son agressivité, sa résistance aux traitements
proposés et son incidence croissante. La médiane de survie est de 40% un an aprés le
diagnostic et de seulement 10% apres 5 ans [3].

Méme si environ 80% des MPM peuvent étre attribués a une exposition aux fibres
d’amiante, d’autres facteurs, a ce jour controverses, peuvent entrainer le développement de ce
cancer. C’est le cas du virus SV40 (Simian Virus 40), de certains carcinogenes
environnementaux tels que le minéral érionite, les radiations ionisantes ainsi que des facteurs

génétiques [4].



Le lien entre le MPM et I’exposition a I’amiante a ét¢é mis en évidence pour la
premiére fois grace a une étude epidémiologique publiée par Wagner en 1960, rapportant des
cas de MPM chez des personnes travaillant dans les mines d’amiante d’une province
d’Afrique du Sud [5]. L’amiante désigne les minéraux silicates hydratés ayant une texture
fibreuse. On distingue deux variétés de fibres d’amiante : la serpentine (aussi appelée
chrysotile) et les amphiboles (anthophyllite, amosite, crocidolite, actinolite et trémolite) [6].
Grace a leurs propriétés physico-chimiques intéressantes (incombustibilité, imputrescibilité,
résistance thermique, chimique et mécanique), les fibres d’amiante ont été massivement
utilisées dans le monde de I’industrie, du batiment (en particulier lors de la reconstruction
apres la seconde guerre mondiale) et pour la construction navale. L’exposition aux fibres
d’amiante est donc professionnelle et ceci explique la plus forte incidence chez les hommes
que chez les femmes (ratio 5:1) [7]. L’incidence du MPM parmi les personnes
professionnellement exposées est 40 fois supérieure a celle observée dans la population
globale [8].

Apres avoir été reconnue comme 1’un des carcinogeénes les plus importants, I’amiante
a ¢té interdite d’utilisation en France en 1997 et en Europe en 2005. Depuis le 16 janvier
2012, le MPM est considéré comme une maladie a déclaration obligatoire : tout cas de MPM
doit étre notifié afin d’améliorer la surveillance des cancers liés a 1’environnement
professionnel. Malgré 1’arrét de I’utilisation de 1’amiante dans de nombreux pays, un pic
d’incidence est attendu dans les années 2020-2040 en raison du temps de latence important
entre ’exposition a I’amiante et 1’apparition de la maladie, de 30 ans environ [1, 4]. De plus,
I’amiante est encore largement utilisée dans les pays émergents, présageant une augmentation

du nombre de cas de MPM a I’échelle mondiale pour les années a venir.

Il est démontré que le pouvoir carcinogéne des fibres d’amiante est di a leurs
propriétés physiques, en particulier leur taille et leur diametre. Les fibres de la famille des
amphiboles, notamment la crocidolite, ont un réle carcinogene clairement établi [9]. En effet,
ces fibres sont longues et fines (taille supérieure a 5um et diametre inférieur a 0,25um) et
plusieurs travaux ont prouvé que les longues fibres ont un effet cancérigéne plus important

que les courtes [10, 11]. Les fibres d’amiante inhalées passent des alvéoles pulmonaires vers



I’espace pleural [12] et le mécanisme par lequel ces fibres provoquent un MPM a été decrit
[13]. Toute particule gagnant 1’espace pleural est normalement éliminée vers les ganglions
lymphatiques les plus proches grace au liquide pleural qui effectue un turn-over rapide au
travers des stomata, ouvertures connectant la plevre pariétale au systeme lymphatique. Tandis
que les fibres courtes comme les chrysotiles peuvent étre éliminées correctement, les longues
fibres d’amiante ne peuvent pas traverser les stomata du fait de leur taille et s’accumulent
autour de ces ouvertures au niveau de la plévre pariétale, formant des "black spots”. Il a
effectivement été trouvé dans ces spots, a partir de biopsies, une quantité supérieure
d’amphiboles par rapport aux chrysotiles [14]. Cette rétention des fibres d’amiante dans la

plévre pariétale va générer des événements biologiques menant a 1’apparition de la pathologie.

Divers événements interviennent dans le processus de tumorigenése. Tout d’abord, la
biopersistance des fibres d’amiante, ne se dissolvant pas et ne se fragmentant pas en fibres
plus courtes, va entrainer une irritation pleurale due aux dommages répétes sur la surface
mésothéliale suivis des cycles de réparation tissulaire pro-inflammatoires [15]. D’autre part,
les cellules mésothéliales phagocytent les fibres d’amiante, provoquant une oxydation
intracellulaire et des cassures de I’ADN [16, 17]. Il a également été montré que ces fibres
interféerent avec la mitose, générant une aneuploidie suite a la ségrégation anormale des
chromosomes pendant ce processus [18].

Les macrophages pleuraux vont également tenter de phagocyter ces fibres pour les
éliminer. Cependant, la taille de ces fibres empéche une phagocytose correcte, provoquant une
phagocytose dite contrariée, responsable de la libération de cytokines pro-inflammatoires, de
radicaux libres et de ROS (Reactive Oxygen Species) [13]. Ce stress oxydatif ainsi généré va
participer indirectement aux dommages génétiques induits par ’amiante dans les cellules
mésothéliales [19, 20].

Il a ét¢ démontré que les effets directs de I’amiante s’associent a une inflammation
chronique dans le processus de tumorigenese. En effet, une étude a démontré qu’au contact
des fibres d’amiante, les macrophages produisent du TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha) et
les cellules mésothéliales expriment le récepteur au TNF-o, TNF-R1 (TNF-a Receptor 1). Le
TNF-a active le facteur de transcription NF-xB (Nuclear Factor kappa B) dans les cellules
mésothéliales, induisant leur survie. L’activation de cette voie NF-kB permet ainsi aux

cellules mésothéliales ayant accumulé des dommages a I’ADN, suite a leur exposition aux



fibres d’amiante, de survivre et de proliférer au lieu de mourir [21, 22]. De plus, il a éeté
démontré que les fibres d’amiante entrainent une mort par nécrose des cellules mésothéliales,
libérant la protéine HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), signal de danger favorisant une
réponse inflammatoire et I’accumulation des macrophages produisant du TNF-a, impliqués
dans la transformation tumorale [23-25]. Ces travaux ont permis de mettre en évidence
I’implication de la réponse inflammatoire chronique induite par les fibres d’amiante dans le
développement du MPM.

L’accumulation d’anomalies génétiques et I’inflammation chronique participent au
développement du MPM mais d’autres mécanismes sont impliqués, tels que la résistance a
I’apoptose, la perte de génes suppresseurs de tumeur, 1’angiogenese et la production de
facteurs de croissance [26].

Le SV40 est un polyomavirus, virus a ADN dont 1’hdte principal est le macaque
Rhésus. Ce virus a été associé au développement de différentes tumeurs chez 1’homme,
notamment le MPM [27]. La transmission de ce virus a ’homme est probablement due a la
contamination par le SV40 des vaccins contre la poliomyélite produits entre 1954 et 1978
[28]. Bien que son réle dans le développement du MPM soit encore controversé, une étude a
révélé la présence de séquences d’ADN du virus dans des prélevements de MPM [29], et plus
de 50 laboratoires ont rapporté une association positive entre SV40 et MPM [30]. Il a été
démontré in vitro que les cellules mésothéliales sont sensibles a I’infection par le SV40, mais
non lysées, ce qui favorise leur transformation tumorale [31]. Il est décrit notamment que le
SV40 immortalise les cellules infectées en activant la télomérase, inactive la protéine
suppresseur de tumeur p53 et stimule la croissance cellulaire en activant I’expression du
facteur IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) [32, 33].

Plusieurs études rapportent une co-carcinogénicité des fibres d’amiante et du SV40.
En effet, des cellules mésothéliales exposées a I’amiante et au SV40 sont plus sensibles a la
transformation tumorale que celles exposées au SV40 seul [24, 31]. Cet effet synergique a
également été prouve in vivo chez des hamsters [34] et une étude épidéemiologique a révele
que le SV40 augmente le risque de développer un MPM parmi les personnes exposées a

I’amiante [35].



Le MPM est un cancer pour lequel le diagnostic reste un véritable challenge. Les
symptdmes ressentis (difficultés respiratoires, fatigue, fievre, douleurs thoraciques
notamment) sont communs & un grand nombre de maladies. De plus, il est difficile de
distinguer un MPM d’une 1ésion pleurale bénigne ou de métastases d’autres cancers. En effet,
les metastases pleurales les plus fréquentes proviennent des carcinomes du sein (7 a 11%) et
du poumon (7 a 15%) [3]. Différentes techniques de diagnostic ont été developpées et sont
complémentaires. Il est reccommandé de prendre en compte I’ensemble des résultats obtenus
pour établir le diagnostic définitif du MPM. Des directives sont régulierement mises a la
disposition des médecins, selon les avancées réalisées dans ce domaine, afin de les guider au

mieux pour le diagnostic de ce cancer.

Plusieurs méthodes d’imagerie non invasives peuvent étre utilisées pour le diagnostic
d’un MPM. Elles ne suffisent pas pour établir le diagnostic mais apportent un soutien si un
MPM est suspecté. La radiographie est 1’outil diagnostic utilisé en premier lieu, en raison de
sa facilit¢ d’exécution et de son faible colt. Elle permet de voir une effusion pleurale
unilatérale et de détecter un MPM a un stade tardif [36]. Elle ne représente donc pas une
méthode diagnostic fiable et spécifique. Le scanner (CT : Computerized Tomography) est
utile pour déterminer 1’étendue de la tumeur et évaluer d’éventuelles atteintes ganglionnaires
[37]. L’IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) peut étre utilisée pour analyser 1’invasion
du diaphragme ou de la paroi thoracique par la tumeur, information nécessaire si une
intervention chirurgicale est envisagée [38]. Enfin, la TEP (Tomographie par Emission de
Positons) est devenue une nouvelle modalité permettant de fournir des informations
anatomiques et métaboliques. Elle présente une grande sensibilité pour différencier le MPM
des lésions pleurales bénignes et détecter des métastases [1, 38]. Lorsqu’'un MPM est
suspecté, il est recommandé de réaliser une thoracoscopie guidée par vidéo, meilleure
technique de biopsie permettant 1’analyse compléte de la plévre grace au prélévement de tissu

sain et de tissu anormal [39].



Le MPM et d’autres lésions pleurales provoquent 1’apparition d’un épanchement
pleural, ponctionné afin de soulager le patient et permettant une analyse cytologique. Cette
méthode consiste a analyser les différentes cellules présentes dans le liquide pleural. Elle peut
s’avérer utile pour le diagnostic d’un cancer, car des cellules tumorales sont présentes dans ce
liquide, mais il est toujours difficile de distinguer un MPM d’une métastase d’un autre cancer.
De plus, des aberrations cytologiques peuvent étre communes a des processus inflammatoires
et tumoraux. Bien que cette méthode ne soit pas recommandée pour établir a elle seule le
diagnostic d’un MPM, ayant une sensibilité de 51,3%, elle peut néanmoins étre utile dans le
processus de diagnostic du MPM [40]. De plus, certains marqueurs caractéristiques,
¢galement utilisés pour 1’analyse immunohistochimique, peuvent permettre d’affiner 1’analyse
cytologique. Une suspicion de MPM détectée lors de I’analyse cytologique doit toujours étre

confirmée par une analyse du tissu.

L’analyse immunohistochimique représente la méthode la plus fiable pour le
diagnostic du MPM. A partir de la biopsie obtenue sous thoracoscopie, permettant I’accés au
tissu sain et au tissu suspect, un marquage de nombreux antigenes et marqueurs spécifiques
est effectué grace a des anticorps. Cette technique représente a ce jour le meilleur moyen de
distinguer le MPM d’une métastase, notamment d’origine pulmonaire. Etant donné qu’il
n’existe pas de marqueurs ayant une spécificité et une sensibilit¢ de 100% pour le MPM ou
pour 1’adénocarcinome pulmonaire, un panel d’anticorps a été réalisé, contenant plusieurs
anticorps ciblant des marqueurs spécifiques de ces deux pathologies [39, 41] (Tableau 1).
Afin que le diagnostic différentiel soit validé, le panel doit contenir au minimum deux
marqueurs a valeur diagnostique positive du MPM et deux marqueurs a valeur diagnostique
négative [3]. La calrétinine est le marqueur le mieux corrélé avec le diagnostic du MPM [42].
L’IMIG (International Mesothelioma Interest Group) recommande que les marqueurs utilisés
possedent une spécificité et une sensibilité supérieures a 80% pour la lésion en question. Il est
également nécessaire de prendre en compte la localisation du marquage (nucléaire,
membranaire ou cytoplasmique) ainsi que le pourcentage de cellules marquees pour
I’interprétation [43]. L’analyse des marquages immunohistochimiques est complétée par un
examen réalisé par un anatomopathologiste expérimenté, faisant partie du réseau Mésopath

consulté pour une relecture suite a une suspicion de MPM.
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Marqueurs ciblés MPM Adénocarcinome pulmonaire

- Positif (nucléaire et Négatif (5-10% positif,
Calrétinine ) ;
cytoplasmique, 80-100%) cytoplasmique)
. Positif (cytoplasmique, 60- o -
Kératine CK5/6 Négatif (2-10% positif)
100%)
WT-1 Positif (nucléaire, 43-93%) Négatif (0%)
EVIA Positif (membranaire, 60- Positif (cytoplasmique, 70-
100%) 100%)
. Positif (membranaire, 80- o .
Podoplanine Négatif (7% positif)
100%)
Positif (cytoplasmique, 50-
CEA Négatif (0%) (cytop q
90%)
CD15 Négatif (0%) Positif (membranaire, 50-70%)
Négatif (membranaire, jusqu’a Positif (membranaire, 95-
EpCAM -
20% positif) 100%)
TTF-1 Négatif (0%) Positif (nucléaire, 70-85%)
Positif (cytoplasmique, 70-
TAG-72 Négatif (<1%) (cytop q
85%)

Tableau 1: Marqueurs utilisés en immunohistochimie pour le diagnostic différentiel entre le
MPM et I’adénocarcinome pulmonaire

Différents marqueurs sont utilisés en immunohistochimie pour différencier un MPM d’un adénocarcinome
pulmonaire. La présence de marquage, sa localisation cellulaire ainsi que le pourcentage de sensibilité des
anticorps utilisés pour ces marqueurs sont indiqués.

Adapté depuis : Scherpereel et al., Guidelines of the European Respiratory Society and the European Society of
Thoracic Surgeons for the management of malignant pleural mesothelioma. Eur Respir J, 2010 [3].

CK5/6: cytokeratin 5/6; WT-1: Wilms Tumor antigen-1; EMA: Epithelial Membrane Antigen; CEA:
CarcinoEmbryonic Antigen; EpCAM: Epithelial Cell Adhesion Molecule; TTF-1: Thyroid Transcription Factor-
1; TAG-72: Tumor-Associated Glycoprotein-72.

D. Les biomarqueurs solubles

L’accessibilité aux échantillons biologiques des patients, sang et liquide pleural, a
permis la recherche de biomarqueurs solubles pouvant intervenir dans le diagnostic du MPM.
Le marqueur principalement décrit dans la littérature est la mésothéline, plus précisement la
forme soluble de cette protéine membranaire, SMRP (Soluble Mesothelin-Related Peptide),
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ayant pour origine des phénomenes d’épissages alternatifs ou résultant d’un clivage
enzymatique [44]. Le potentiel de la SMRP en tant que biomarqueur a été suggére dans une
étude publiée en 2003 par Robinson et al., suite & des dosages effectués a partir de sérums de
patients [45]. Cette étude révéle qu’une forte concentration de cette protéine est retrouvée
dans 84% des cas de MPM et dans seulement 2% des sérums de patients souffrant d’autres
pathologies. La SMRP peut également étre dosée a partir des liquides pleuraux des patients
[46]. Cependant, les nombreuses données obtenues jusqu’a aujourd’hui ont permis la
réalisation de méta-analyses mettant en évidence un manque de sensibilité de ce marqueur et
remettant ainsi en question sa valeur ajoutée pour le diagnostic du MPM [47, 48]. De plus, la
SMRP permet seulement d’identifier des patients souffrant d’un MPM de type épithélioide,
étant absente dans les types sarcomatoides.

D’autres marqueurs solubles ont été étudiés, notamment 1’ostéopontine et le MPF
(Megakaryocyte Potentiating Factor) ayant une valeur diagnostique plus faible que la SMRP
[49-51], et récemment la fibuline-3 [52]. Notre équipe a également mis en évidence le
collagéne de type Il (Col3A1), CCL2 (Chemokine C-C motif Ligand 2) et la galectin-3 en
tant que biomarqueurs prometteurs dosés a partir de liquides pleuraux pour le diagnostic
différentiel entre le MPM et I’adénocarcinome pulmonaire [53].

Face au manque de sensibilité de ces marqueurs, plusieurs études se sont intéressées a
la valeur diagnostique de combinaison de marqueurs, comme une étude réalisée par notre
équipe mettant en évidence I’intérét de la combinaison SMRP/CCL2/galectin-3 pour le
diagnostic du MPM par rapport a la SMRP seule [54].

Aucun des marqueurs décrits, étudié seul ou en combinaison, n’a montré une
sensibilité, spécificité et reproductibilité suffisantes pour remplacer le diagnostic par
imagerie/cytologie/immunohistochimie [39]. Cependant, certains marqueurs peuvent se
réveéler utiles pour suivre la progression de la maladie ou évaluer la réponse aux traitements
[55]. C’est le cas notamment de la SMRP dont la concentration évolue proportionnellement
au stade de la maladie [45]. La FDA (Food and Drug Administration) a d’ailleurs approuveé en
2007 un kit de dosage de la SMRP pour le suivi des patients souffrant d’un MPM.

Le MPM reste un cancer difficile a diagnostiquer et le temps moyen pour établir un
diagnostic reste trop élevé. Les symptdmes se déclarant tardivement, les patients sont a un
stade déja avancé de la maladie lorsqu’ils se manifestent. Il est nécessaire de réaliser un
diagnostic plus rapide, afin de traiter les patients dans les meilleurs délais, et dans ce but la

découverte de nouveaux marqueurs spécifiques reste un véritable enjeu.
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Les modalités thérapeutiques conventionnelles proposées aujourd’hui pour le
traitement du MPM présentent une efficacité limitée et la médiane de survie des patients reste
faible. La réponse des patients aux traitements dépend de leur état général, du stade de la
maladie et du sous-type histologique. En effet, il est reconnu que les patients souffrant d’un
MPM de type sarcomatoide, forme agressive, répondent moins bien aux traitements [56, 57].
Il existe trois approches thérapeutiques majeures : la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiothérapie. Malheureusement, ces traitements sont plutét considérés comme étant palliatifs,
n’assurant pas 1’éradication de ce cancer mais permettant d’augmenter la durée de vie des
patients et d’améliorer leur qualité de vie en limitant certains symptdmes. Il apparait donc
nécessaire de développer de nouvelles approches permettant une meilleure prise en charge

thérapeutique des patients.

La place de la chirurgie dans le traitement du MPM est de plus en plus remise en
question. Cette option thérapeutique dépend de différents criteres (age, stade de la maladie,
état du patient) et peu de patients sont éligibles a cette procédure radicale (approximativement
22% selon une étude [58]). Le but de la chirurgie est d’effectuer une résection totale de la
tumeur. Deux approches chirurgicales sont proposées : la pleurectomie/décortication (P/D),
lors de laquelle la plévre pariétale et la plévre viscérale sont retirées, et la pneumonectomie
extrapleurale (EPP), opération importante permettant d’enlever le poumon touché, la plévre,
le péricarde et une partie du diaphragme [59, 60]. 1l est reconnu que la P/D est mieux tolérée
que I’EPP, procédure trés invasive entrainant un taux de morbidité de 50% [61]. Suite & ces
actes chirurgicaux, du tissu tumoral résiduel reste present et les patients suivent un traitement

chimiothérapeutique.

Il a été démontré que I’utilisation d’un seul agent chimiothérapeutique n’apporte pas
de bénéfice significatif sur la survie des patients souffrant de MPM par rapport a
I’administration d’un placebo [62]. L’essai clinique de phase III mené par Vogelzang et al. sur

456 patients atteints de MPM a mis en évidence que la combinaison cisplatine-pémeétrexed
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augmente la médiane de survie par rapport au cisplatine seul (12,1 mois vs 9,3 mois) [63].
Suite a ces résultats, la combinaison du cisplatine (agent alkylant [64]) et du pémétrexed
(Alimta®, anti-folate [65]) est devenue le traitement standard de premiére ligne [66]. D’autres
agents chimiothérapeutiques ont été testés et n’apportent pas, pour la plupart, de bénéfice par
rapport au traitement de référence. Seule I’association du cisplatine avec un autre anti-folate,
le raltitrexed (Tomudex®), a prouvé son efficacité en permettant une augmentation de la
médiane de survie par rapport au cisplatine seul [67].

Certains patients ne répondent pas au traitement de référence et il n’existe pas a ce jour
de deuxiéme ligne de traitement standardisée, bien qu’une étude ait mis en évidence une
prolongation de la survie des patients ayant suivi une deuxieme ligne de chimiothérapie apres
avoir échoué au traitement cisplatine-pémétrexed [68].

Le réle de la radiothérapie dans le traitement du MPM est controversé [69]. Elle
intervient dans sa prise en charge en tant que traitement palliatif et prophylactique et non en
tant que traitement curatif. En effet, il n’est pas possible d’irradier la tumeur, trop proche du
ceeur et des poumons sur lesquels les dommages collatéraux causés seraient séveres [70]. La
radiothérapie est utilisée a des fins prophylactiques afin d’éviter toute récidive de la tumeur au
niveau des sites de ponctions et apres chirurgie, particuliérement aprés ’acte chirurgical EPP,
I’irradiation de I’hémithorax étant possible puisque le poumon est retiré. De plus, la
radiothérapie est proposée dans une intention palliative pour soulager la douleur, notamment

aprés la chirurgie radicale EPP [1].

Une stratégie thérapeutique multimodale a été proposée pour le traitement du MPM,
associant la chimiothérapie (cisplatine-pémeétrexed), la chirurgie (EPP) et la radiothérapie
post-chirurgicale. Plusieurs études menées dans des centres spécialisés ont mis en évidence
I’efficacité de ce traitement, décrivant une amélioration de la médiane de survie des patients
ayant bénéficié de I’intégralité du traitement (29,1 mois) et du taux de survie a 2 ans (61,2%)
[71]. Cependant, malgré des résultats positifs obtenus, la question de la faisabilité de cette
thérapie tri-modale se pose. En effet, ce traitement lourd n’est applicable qu’a des stades
précoces de la maladie, a des patients présentant un bon état général et le réel bénéfice

thérapeutique apporté est encore controverse [72, 73].
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Les approches thérapeutiques conventionnelles proposées pour le traitement du MPM
sont lourdes a supporter pour les patients et présentent une efficacité insuffisante. De plus, de
nombreux patients développent des mécanismes de résistance a la chimiothérapie de référence
et aucune autre solution ne peut leur étre proposée. Il est donc urgent de développer de
nouvelles modalités thérapeutiques. La compréhension des mécanismes impliqués dans la
carcinogenese et la progression du MPM a permis de mettre en évidence de nouvelles cibles
potentielles. De nombreuses thérapies sont ainsi en cours d’étude et on dénombre environ 200
essais cliniques. Des revues récentes détaillent les résultats obtenus et je vais présenter dans

cette partie certaines de ces approches [74-76].

De nombreuses thérapies proposées ciblent les voies de signalisation des facteurs de
croissance ou les molécules impliquées dans 1’angiogenése. Le récepteur a ’EGF (EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor) est surexprimé par les cellules tumorales de MPM et il a
été montré in vitro que I’inhibition de cette voie de signalisation, grace a des inhibiteurs de
tyrosine kinases, entraine une diminution de la croissance tumorale et de la survie des cellules
de MPM [77]. Basés sur ces resultats, des essais cliniques ont évalué le potentiel
thérapeutique de deux inhibiteurs de tyrosine kinases, le gefitinib et [Derlotinib.
Malheureusement, les résultats sont décevants et aucune amélioration de la survie n’a été
obtenue [78, 79].

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est produit par les cellules de MPM,
stimule la croissance tumorale et participe a 1’angiogenése [80]. Une forte concentration de
VEGF a été détectée dans les sérums de patients atteints de MPM, ainsi que dans les effusions
pleurales, et corréle avec une faible survie des patients [81, 82]. Suite a la démonstration in
vitro de I’inhibition de croissance des cellules tumorales suite au blocage de la voie de
signalisation du VEGF, il est apparu intéressant d’interférer avec cette voie afin d’obtenir des
résultats thérapeutiques prometteurs [83]. De nombreux composés ont été étudiés, dont le
bevacizumab (Avastin®), anticorps monoclonal se liant au VEGF et empéchant son activité.
Plusieurs essais cliniques de phase II n’ont pas mis en évidence d’amélioration de la survie
suite a 1’ajout du bevacizumab aux traitements chimiothérapeutiques [84-86]. Cependant,
apres des résultats encourageants obtenus en phase I, les résultats de la phase 11l d’un essai
clinique francais de phase 1I/111 randomisé (IFCT-GFPC-0701 MAPS NCT00651456) ont été
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dévoilés lors du congres WCLC (World Conference on Lung Cancer) qui s’est tenu en
Septembre 2015 a Denver. Cet essai visait a déterminer si I’ajout de bevacizumab au
traitement standard chimiothérapeutique de premiére ligne cisplatine-pémétrexed augmente la
médiane de survie des patients atteints de MPM. Les conclusions mettent en évidence un
bénéfice a utiliser le bevacizumab en combinaison avec le traitement chimiothérapeutique de
référence, offrant une médiane de survie de 18,82 mois par rapport a 16,07 mois avec la
chimiothérapie seule.

Il est reconnu que le MPM est caractérisé par des modifications épigénétiques, telles
que des aberrations de la méthylation de I’ADN ou des altérations de 1’acétylation des
histones, contribuant au développement tumoral [87, 88]. Les inhibiteurs d’histones
déacétylases (IHDAC) favorisent I’expression de certains génes et leur pouvoir anti-cancéreux
a été decrit [89]. Le vorinostat (SAHA, suberoylanilide hydroxamic acid) et le belinostat,
deux iIHDAC évalués dans des essais cliniques en tant que monothérapies, n’ont pas montré
de résultats cliniques pour le traitement des patients souffrant de MPM réfractaires ou de
récidives [90, 91]. Une étude clinique de phase I, menée sur 45 patients, étudie le potentiel de
I’association du valproate (un iHDAC) & la doxorubicine (un agent chimiothérapeutique) pour
le traitement des patients ayant échoué a la chimiothérapie. Les résultats mettent en évidence
que cette combinaison semble prometteuse pour le traitement de ces patients [92]. Il va étre
maintenant envisagé de tester en clinique 1’ajout du valproate au traitement de premicre ligne
cisplatine-pémétrexed, association ayant montré son efficacité in vitro et dans un modele
murin [93].

Notre équipe méne des travaux ayant pour but d’améliorer le ciblage des iHDAC dans
les tumeurs et de diminuer les doses utilisées. Ainsi, il a été testé un couplage du SAHA a des
nanoparticules, présentant une bonne spécificité pour la tumeur dont le réseau vasculaire
désorganisé permet 1’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). L’iHDAC est ensuite
libéré dans I’environnement tumoral grace au pH acide qui y régne, le mécanisme de couplage
aux nanoparticules étant sensible au pH [94]. Cette vectorisation permet 1’utilisation d’une
dose beaucoup plus faible de SAHA, réduisant les effets secondaires toxiques, et améliore son
activité in vivo [95]. D’autre part, 1’équipe a montré que la combinaison du valproate avec un
agent hypométhylant, la décitabine (5-aza-2’-deoxycytidine), induit la mort des cellules

tumorales et I’expression d’un antigéne de tumeur par les cellules vivantes restantes, ce qui
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entraine une infiltration de la tumeur par des lymphocytes T cytotoxiques specifiques dans un

modéle murin de mésothéliome péritonéal [96].

Il est reconnu que le systeme immunitaire joue un réle important dans le contréle du
développement tumoral et de la progression de la maladie. Un cas de rémission transitoire de
MPM a été rapporté, étant associé a une infiltration de la tumeur par des cellules
lymphocytaires présentant une réactivité vis-a-vis des cellules tumorales [97]. Ce constat a
renforcé la notion que le MPM est un cancer potentiellement immunogéne, capable d’activer
une réponse immunitaire anti-tumorale. Des études ont également démontré que la présence
d’un infiltrat lymphocytaire T CD8" corréle avec un meilleur pronostic pour les patients [98],
tandis que la présence de lymphocytes T régulateurs et de cytokines immunosuppressives est
associée a un mauvais pronostic [99]. De plus, des travaux de notre équipe ont mis en
évidence que des lignées de MPM peuvent étre reconnues et lysées par des lymphocytes T,
notamment grace a leur expression de ’antigéne de tumeur MUC-1 (Mucin-1) [100].

Il apparait donc évident qu’il est intéressant de stimuler une réponse immunitaire anti-
tumorale afin d’améliorer la réponse clinique des patients et de contrdler 1’environnement
immunosuppresseur. Cela a été 1’objectif des approches immunothérapeutiques développées
jusqu’a maintenant contre le MPM [101, 102]. Les immunothérapies étudiées chez ’homme

sont déecrites dans des revues récentes [102, 103] et en voici quelques exemples (Tableau 2).
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Immunothérapie Objectif Phase | Refs

Injection de cytokines ) . o [104,
Stimuler le systeme immunitaire I

IFN-a, IFN-B 105]

Anticorps anti-TGF-$ Bloquer une cytokine immunosuppressive I [106]

Injection de cellules Induire des lymphocytes T cytotoxiques [107]
dendritiques autologues spécifiques d’antigénes de tumeur

Vaccination avec le Activer une réponse immunitaire i [108]

peptide WT-1 specifique de WT-1
Anticorps anti- )
) o Induire la mort des cellules de MPM Il [109]
mesothéline
Anticorps anti-CTLA-4 | Empécher I’inhibition des lymphocytes T I [110]

Tableau 2: Exemples d’immunothérapies pour le traitement du MPM et leur développement en
clinique

Adapté depuis : Stahel et al., Searching for targets for the systemic therapy of mesothelioma. Ann Oncol, 2015.
[103]. IFN-a,B: Interferon-a,p ; TGF-p: Transforming Growth Factor-f; WT-1: Wilms Tumor antigen-1;
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lmphocyte Antigen-4

De nombreux efforts sont menés afin d’apporter de nouvelles solutions thérapeutiques
pour le traitement du MPM, et essayer de proposer une seconde ligne de traitement pour les
patients ayant échoué a la premiere. Beaucoup d’approches immunothérapeutiques
développées n’ont pas eu de réel effet sur la survie des patients et les résultats des essais

cliniques en cours sont attendus avec espoir.

Le MPM est un cancer tres agressif dont le diagnostic, tardif, est délicat. Son
incidence croissante en fait un enjeu de santé publique mais sa prise en charge thérapeutique
reste un défi. En effet, le traitement chimiothérapeutique de référence n’apporte qu’'un faible
bénéfice clinique et les différentes approches alternatives testées jusqu’a maintenant n’offrent
pas d’amélioration. Les stratégies immunothérapeutiques sont attrayantes car il semble
nécessaire de considérer I’importance de 1’activation du systéme immunitaire pour 1’obtention
d’une meilleure réponse clinique. Cependant, les approches induisant 1’activation des
effecteurs immunitaires in situ sont a privilégier. Dans ce but, la virothérapie anti-tumorale

semble prometteuse et I’étude de cette stratégie a fait 1’objet de mes travaux de thése.
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Le concept de virothérapie anti-tumorale est né dans les années 1950 suite & des
observations cliniques de régressions tumorales coincidant avec des infections virales
naturelles [111]. Les propriétés oncolytiques de certains virus ont été rapportées a cette
époque mais D'intérét pour cette stratégie thérapeutique s’est réellement développé dans les
années 1990 grace a une meilleure compréhension de la biologie des virus et des tumeurs
[112].

Les virus oncolytiques ont la particularité de se répliquer préférentiellement ou
exclusivement dans les cellules tumorales, entrainant leur lyse, tandis que les cellules saines
sont épargnées [113]. Cette propriété est principalement due a la biologie de la tumeur. En
effet, il est admis que les virus oncolytiques exploitent les aberrations cellulaires acquises par
les cellules tumorales au cours de leur transformation. C’est le cas par exemple de la
surexpression par les cellules tumorales, ou de I’expression restreinte au tissu tumoral, de
molécules de surface utilisées comme récepteurs d’entrée par les virus, ou encore de défauts
dans les mécanismes de défense anti-virale. En effet, il a été mis en évidence que la réponse
anti-virale IFN (Interferon) de type | est fréquemment abolie dans les cellules tumorales, les
propriétés biologiques des IFN de type | ayant des conséquences incompatibles avec le
développement tumoral [114]. La tumeur constitue alors un lieu préférentiel de réplication
virale tandis que ces mécanismes demeurent fonctionnels dans les cellules saines, les
préservant de I’infection. Ceci sera plus précisément détaillé dans le paragraphe 1V.B de cette
partie II.

Certains virus oncolytiques présentent une capacité naturelle a se répliquer
spécifiquement dans les cellules tumorales tandis que d’autres ont été modifiés génétiquement
afin notamment de les rendre dépendants de voies de signalisation ou de mécanismes
transcriptionnels constitutivement activés dans les cellules tumorales. Les modifications
visant a améliorer la spécificité des virus consistent a : rediriger les virus vers un récepteur
particulier spécifique des cellules tumorales ; rendre I’activation du virus dépendante de
protéases sécrétées par les cellules tumorales ; restreindre la réplication et la transcription
virales dans les cellules tumorales en utilisant des promoteurs activables seulement dans ces
cellules ou en intégrant dans le genome viral des sequences reconnues par des microRNA

exprimés dans les cellules saines ; et déléter certains genes viraux codant pour des facteurs
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bloquant les réponses anti-virales [115, 116]. D’autres modifications ont également été
envisagées afin d’améliorer le pouvoir oncolytique des virus telles que 1’insertion de génes
codant pour des enzymes (thymidine kinase ou cytosine déaminase), convertissant des
substrats non toxiques en des molécules cytotoxiques dans les cellules infectées, ou de génes
codant pour des protéines pro-apoptotiques. Enfin, I’insertion de génes codant pour des
cytokines immunostimulatrices permet de favoriser 1’activation du systéme immunitaire,

propriété importante des virus oncolytiques [115].

Des virus a ADN et a ARN sont évalués aujourd’hui pour leur potentiel oncolytique
(Figure 1) [116]. Les virus a ADN sont le plus souvent modifiés afin de cibler les cellules
tumorales, tels que 1’adénovirus, 1’herpes simplex virus (HSV) et le virus de la vaccine. Parmi
les virus a ARN, trés souvent capables de cibler naturellement les cellules tumorales, on
trouve le réovirus, le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le virus de la rougeole (MV,

measles virus) ou encore le Newcastle disease virus (NDV).

Nucleic acid DNA RINA
| |
| | |
Capsid symmetry lcosahedral Complex lcosahedral Helical
Envelope Naked Enveloped Enveloped MNaked Enveloped
Family Adenoviridae Herpesviridae  Powviridae Reoviridae Picornaviridae Rhabdoviridae Paramxyoviridae

Virus Adenaovirus HSV1 Vaceina virus and  Reovirus Poliovirus VSY MV and NDV
Myxoma virus

Genome size (kb) 36-38 120-200 130-280 22-27 7.2-84 13-16 16-20

Figure 1 : Principaux virus oncolytiques

Tiré de : Cattaneo et al., Reprogrammed viruses as cancer therapeutics: targeted, armed and shielded. Nat Rev
Microbiol, 2008. [115]

HSV1: herpes simplex virus 1; VSV: vesicular stomatitis virus; MV: measles virus; NDV: Newcastle disease

virus.
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Les recherches sur la stratégie thérapeutique de virothérapie anti-tumorale ne cessent
de s’intensifier, cette approche innovante pouvant étre Sérieusement envisagée comme une
alternative aux thérapies conventionnelles. En effet, les virus oncolytiques présentent de
nombreux avantages et les modifications génétiques permettent la programmation d’agents
thérapeutiques toujours plus efficaces. Parmi I’arsenal des virus oncolytiques, les souches
vaccinales du virus de la rougeole sont prometteuses. Elles font preuve d’un fort potentiel
oncolytique naturel contre différents types de cancers, peuvent étre modifiées afin que leurs

performances soit optimisées et les résultats d’essais cliniques en cours sont encourageants.

Le virus de la rougeole (MV pour measles virus) est un Morbillivirus de la famille des
Paramyxoviridae. Chaque particule virale, ayant un diamétre compris entre 150 et 350 nm,
contient I’ARN génomique viral de polarité négative et non segmenté de 15 894 nucléotides.
Le génome du MV contient 6 genes, codant pour 8 protéines: 6 protéines structurales
composant la particule virale et 2 protéines non structurales théoriquement non incorporées
dans les particules (Figure 2). L’ ARN viral est complexé a de nombreuses nucléoprotéines N,
formant la nucléocapside hélicoidale, et cette structure s’associe aux phosphoprotéines P et
aux protéines Large L exercant une activité ARN-polymérase ARN-dépendante. Ce complexe
transcriptionnellement actif, appelé ribonucléoprotéine (RNP), est recouvert d’une enveloppe
lipidique provenant de la cellule héte a partir de laquelle le virus a bourgeonné. Sur la face
interne de cette enveloppe se trouvent des protéines de la matrice M. Deux glycoprotéines
sont enchéssées dans la membrane : 1’hémagglutinine H, responsable de la fixation du virus a
la cellule cible via des récepteurs spécifiques, et la protéine de fusion F assurant la fusion de
I’enveloppe virale avec la membrane de la cellule cible [117]. Les deux protéines non
structurales V et C, résultant de transcrits alternatifs du géne codant pour la protéine P,
permettent la suppression des réponses immunitaires de la cellule hote et constituent des

facteurs de virulence pour le virus [118].
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P-60 Fo- 60
(size-kDa) 60 Vv-40 37 F,-41 78 250
C-21 F,-18

Figure 2 : Le virus de la rougeole

A. Particule virale observée par microscopie électronique a transmission (Photo fournie par CDC/Cynthia S.
Goldsmith, William Bellini, PhD). B. Représentation schématique de la structure d’une particule virale et de
I’organisation du génome.

Tiré de : Delpeut et al., Host factors and measles virus replication. Curr Opin Virol, 2012. [117]

L’interaction entre 1’hémagglutinine et les récepteurs spécifiques provoque un
changement de conformation de la protéine F, permettant I’insertion du domaine de fusion
dans la membrane de la cellule cible [119]. La transcription du génome viral peut alors
commencer dans le cytoplasme de la cellule hote. La séquence leader en 3’ du génome viral
contient des sites de fixation de I’ARN-polymérase ARN-dépendante qui va commencer la
transcription des genes viraux. Cette polymérase peut se détacher du complexe
ribonucléoprotéique au niveau des régions intergéniques et, en aval de la région 3’, les genes
sont de moins en moins transcrits. Les ARN messagers sont coiffés, polyadénylés et codent
pour les différentes protéines virales. D’autre part, I’ARN génomique négatif est transcrit en
anti-génome complet de polarité positive, servant de patron pour la synthese de nouveaux
génomes viraux. Suite a la réplication du génome viral et la synthése des protéines virales, des

particules matures vont bourgeonner a la membrane de la cellule héte [117].
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En 2000, Tatsuo et al. décrivent pour la premiére fois que les souches sauvages du
virus de la rougeole entrent dans les cellules grace au récepteur CD150/SLAM (Signaling
Lymphocyte Activation Molecule) [120]. Cette molécule est exprimée par les lymphocytes T
et B activés, les macrophages et les cellules dendritiques (DC, Dendritic Cell) [121-123].
Récemment, deux laboratoires ont mis en évidence un récepteur épithélial du MV, la
molécule Nectin-4 impliquée dans les jonctions adhérentes [124, 125]. L’expression restreinte
de ces récepteurs CD150/SLAM et Nectin-4, respectivement par les cellules immunitaires et
au niveau du podle basolatéral des cellules épithéliales, a favorisé la compréhension de la
pathogenese de la rougeole.

Ainsi, il est admis que les cellules initialement infectées par le MV sont les DC
résidentes et les macrophages alvéolaires du tractus respiratoire [126, 127]. A 1’état immature,
ces cellules n’expriment pas la molécule CD150/SLAM mais il a été décrit que I’adsorption
du MV sur la molécule DC-SIGN (DC-Specific Intercellular adhesion molecule 3-Grabbing
Nonintegrin), une lectine de type C, entraine la relocalisation du pool intracellulaire de
CD150/SLAM a la surface, permettant 1’entrée du virus dans la cellule [128, 129]. Les DC
infectées migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques au sein desquels ils vont transmettre
le virus aux lymphocytes T et B activés de maniére dépendante de CD150/SLAM, initiant
I’infection. Dans ces tissus lymphoides, il est fréquent d’observer la formation de syncitia,
larges cellules multi-nucléées résultant de la fusion de cellules infectées, exprimant les
protéines virales H et F a leur surface, avec les cellules voisines non infectées exprimant
CD150/SLAM [130]. A partir de ces ganglions, le virus va pouvoir se propager aux autres
organes lymphoides tels que la rate, le thymus et les amygdales, provoquant une virémie
secondaire. L’infection va également gagner d’autres organes (la peau, les reins, le foie...)
participant a la dissémination du virus.

L’importante contagiosit¢ du virus peut étre expliquée par sa dissémination par
aérosol. Les DC ainsi que les lymphocytes T et B infectés, migrant dans le tractus respiratoire,
transmettent le virus aux cellules épithéliales via le récepteur Nectin-4 situé a leur péle
basolateral [131]. 11 a été décrit que I’infection des cellules epithéliales intervient bien dans le
processus de dissémination et non dans les phases initiales de 1’infection, contrairement a ce

qui était considéré auparavant [132].
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La période d’incubation avant I’apparition des symptomes est assez longue, entre 10 et
14 jours. La maladie de la rougeole est caractérisee notamment par une forte fiévre, de la toux
et des éruptions cutanées. Le développement de réponses immunitaires est nécessaire afin
d’assurer 1’élimination du virus, la guérison ainsi que 1’établissement d’une immunité a long
terme. L’immunité innée est activée, induisant la production de cytokines anti-virales (IFN-a
et -B), mais une réponse immunitaire adaptative humorale et cellulaire est nécessaire pour
I’élimination du virus [133]. Des anticorps sont produits contre différentes protéines virales et
ceux dirigés contre 1’hémagglutinine assurent la neutralisation du virus et une immunisation a
vie. De plus, il a été montré que les lymphocytes T CD8" jouent un réle important dans le
contréle et I’élimination de la maladie [134]. En effet, lorsque ces cellules sont absentes, les
singes infectés par le MV présentent une virémie plus longue et souffrent de symptémes plus
séveres [135].

Paradoxalement, le MV est également responsable d’une immunosuppression
importante qui dure jusqu’a plusieurs mois aprés la disparition des autres symptomes. Cette
immunosuppression augmente la susceptibilité aux infections opportunistes bactériennes ou
virales, responsables de la majorité des déces causés par la rougeole [136]. Cette
immunosuppression peut étre attribuée au tropisme cellulaire du MV, provoquant une
déplétion des cellules immunitaires, mais d’autres mécanismes ont été rapportés [136, 137].
Plus rarement, le MV peut conduire a des cas d’encéphalomy¢élites fatales, suite a 1’infection
des neurones lors de la virémie secondaire [117, 138].

Cette maladie est trés contagieuse et reste 1’une des principales causes de déces chez
les enfants dans le monde. Au sein d’une population complétement susceptible a 1’infection
par le MV, 12 & 18 personnes peuvent étre contaminées a partir d’une seule personne infectée
[133]. Ceci implique que 95% de la population soit immunisée afin d’interrompre la
transmission de ce virus. Des campagnes de vaccination ont ainsi été menées afin de

I’éradiquer.
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La premiere souche de MV, souche Edmonston, a été obtenue a partir d’un patient en
1954 par Enders et Peebles [139]. Suite a des passages successifs sur différents types
cellulaires (cellules épithéliales humaines de rein, fibroblastes d’embryon de poulet ou encore
cellules Vero dérivées de rein de singe), d’autres souches ont été générées (Figure 3). Cette
culture des virus sur des cellules hdtes non naturelles a entrainé des modifications participant
a Dlatténuation de ces souches, telles qu’une abolition du lymphotropisme [140]. En effet,
suite aux passages sur des cellules n’exprimant pas le récepteur CD150/SLAM, les souches
ont évolué et acquis la capacité a utiliser la molécule CD46 comme récepteur, grace a la
mutation N481Y souvent retrouvée dans 1’hémagglutinine [140, 141]. D’autres mutations sont
apparues dans les protéines virales, contribuant a I’atténuation de la virulence du virus, mais
une analyse comparative des séquences nucléotidiques montre une différence génétique de

0,3% seulement entre les souches vaccinales et la souche sauvage Edmonston [141, 142].

HK/7
Edmonston m Edmonston wild-type
HK/24
HA/28
CE(am)/22 HA/12
DK/15 SK (33 C)/17*
Zagreb M Edmonston-Enders w* AIK-C
CE(am)/6
CEF/13
CE{am)/6
CEF/3
Edmonston Seed ‘A’ EdmonstonSeed ‘B’
CEF/5 CEF (36 C)/8 CEF(36C)/3
CEF{32C)/85 CEF (32C)/40
Schwarz Moraten Edmonston B (Rubeovax)

Figure 3 : Souches vaccinales du virus de la rougeole
Obtention des souches vaccinales du virus de la rougeole aprés des passages successifs de la souche sauvage
Edmonston sur différents types cellulaires.

Tiré de : Bankamp et al. Genetic characterization of measles vaccine strains. J Infect Dis, 2011. [141]

25



En 1963, la souche vaccinale Edmonston B a été utilisée aux Etats-Unis pour la
vaccination mais malgré une protection efficace, elle provoquait une trop forte fievre et de la
toux. La souche Schwarz, plus atténuée, a donc été privilégiée et est a présent la souche
vaccinale standard pour la vaccination dans le monde [143, 144]. L’age de la vaccination des
enfants est entre 9 et 15 mois et il est decrit que la proportion des enfants ayant une
concentration d’anticorps protectrice est de 85% lors d’une vaccination a 9 mois et 90-95%
lors d’une vaccination a 12 mois [145]. L’injection de deux doses est recommandée afin
d’obtenir une immunisation de la population suffisante pour bloquer la transmission du virus
[146]. En France, le premier vaccin contre la rougeole a été disponible en 1968 et la
vaccination grace au vaccin ROR (Rougeole-Oreillons-Rubéole) a été introduite au calendrier
vaccinal en 1986.

Gréace a un vaccin sdr et peu colteux et aux importantes campagnes de vaccination
menées, le nombre de morts suite a une infection par le virus de la rougeole a diminué dans
les pays développés et en voie de développement [147], méme si ’OMS rapporte encore 20
millions de personnes infectées par la rougeole chaque année. La couverture vaccinale est
encore difficile dans certains pays et une recrudescence des cas de rougeole dans plusieurs

pays occidentaux est due notamment a des réticences a 1’égard de la vaccination [133, 148].

Le potentiel anti-tumoral du virus sauvage de la rougeole a été rapporté en 1971 suite a
I’observation de régressions de tumeurs hématologiques, telles que le lymphome de Burkitt, la
maladie de Hodgkin ou les leucémies, suite a une infection naturelle par le virus de la
rougeole [149-152]. Il est fort probable que ces régressions tumorales soient dues a 1’effet
cytopathique du virus sur les cellules tumorales, qui sont des cellules immunitaires exprimant
son récepteur CD150/SLAM. Les souches vaccinales ont préservé cet effet cytopathique
intéressant et ciblent un autre récepteur, la molécule CD46 qui est souvent surexprimée par les
cellules tumorales. Ces propriétés font de ces virus atténués de la rougeole de potentiels virus

oncolytiques.

Il a été décrit que les souches atténuées du virus de la rougeole se lient a la molécule
CD46 pour entrer dans les cellules [153-155]. CD46 est une glycoprotéine transmembranaire

régulatrice de la voie du complément [156]. Son rdle est d’inhiber la cascade du complément
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en inactivant les composants C3b et C4b, et son expression ubiquitaire par toutes les cellules
nucléées de I’organisme les protége d’une activation accidentelle du complément [157]. Il est
désormais bien établi que de nombreux types de cellules tumorales surexpriment cette
molécule afin d’échapper a la lyse médiée par le complément (CDC, Complement-Dependent
Cytotoxicity) résultant d’une réponse humorale dirigée contre elles [158, 159]. Cet avantage
sélectif rend les cellules tumorales insensibles a certaines thérapies ciblées utilisant le principe
de CDC, mais les expose a une infection par les souches atténuées du virus de la rougeole
[160]. Anderson et al. ont démontré que I’infection des cellules tumorales par le MV
augmente progressivement avec la densit¢ d’expression de CD46 et que 1’effet cytopathique
est régulé par un effet de seuil. En effet, la formation de syncitia, permettant d’augmenter la
propagation du virus et entrainant la mort des cellules tumorales, dépend d’une certaine
densité d’expression de CD46 a la surface des cellules [161]. Ainsi, contrairement aux
cellules tumorales, les cellules saines exprimant faiblement CD46 ne sont pas sensibles a
I’effet cytopathique du MV et ne représentent pas un lieu de réplication adéquate.

Récemment, Nectin-4 a été décrite comme étant un récepteur des souches vaccinales et
sauvages du virus de la rougeole [124, 125, 162]. Cette protéine transmembranaire de la
superfamille des immunoglobulines est impliquée dans les jonctions adhérentes entre les
cellules épithéliales [163]. La Nectin-4 est une protéine embryonnaire principalement
exprimée au niveau du placenta, mais elle est retrouvée en quantité modérée au niveau de
I’épithélium des voies respiratoires, permettant I’infection des cellules épithéliales par leur
pole basolatéral pour la dissémination du virus sauvage de la rougeole [125, 131]. La protéine
Nectin-4 est exprimée a des niveaux anormalement élevés par certains types de cancers,
notamment les adénocarcinomes du poumon, du sein, du cblon et de I’ovaire [125, 164-166].
Elle intervient dans la transformation tumorale en favorisant les interactions entre les cellules
tumorales, les rendant indépendantes vis-a-vis de 1’adhésion a la matrice extracellulaire [167].
Les tumeurs d’origine épithéliale sont caractérisées par une altération plus ou moins
importante de leur polarité, facilitant I’accés du MV a son récepteur Nectin-4 ainsi que sa
propagation entre les cellules tumorales.

La surexpression des molécules CD46 et Nectin-4 confére un avantage sélectif aux
cellules tumorales mais permet aux souches vaccinales du virus de la rougeole de les cibler

spécifiquement et d’exercer leur pouvoir oncolytique.
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2. De nombreux types de cancers sont sensibles au MV

Le potentiel oncolytique des souches atténuées du virus de la rougeole (Edmonston et
Schwarz) envers une diversité importante de cancers humains a été démontré dans des études
pré-cliniques in vitro, sur des cellules tumorales primaires et des lignées tumorales, et in vivo,
principalement dans des modeéles de xénogreffes de cellules tumorales humaines chez des
souris immunodéficientes [168] (Tableau 3). Notre équipe a ainsi montré que le MPM, les
adénocarcinomes pulmonaires et coliques, ainsi que le mélanome sont sensibles au MV [169-
171] (Annexe n°4).

Type de cancer Références
Lymphome T [172-175]
Cancers hématologiques
Myélome multiple [176-179]
Carcinome mammaire [180-182]
Carcinome ovarien [183-186]
Cancer de la prostate [187-189]
Adénocarcinome pulmonaire [170, 190, 191]
Mésothéliome pleural malin [169, 192]
Carcinome colorectal [170, 193]
Carcinome hépatocellulaire [194-196]
Cancers solides Cancer du pancréas [197, 198]
Glioblastome multiforme [199-202]
Médulloblastome [203-205]
Cancer squameux de la téte et du cou [206, 207]
Mélanome [208, 209]
Carcinome rénal [210]
Ostéosarcome [211]
Cancer de la thyroide [212]

Tableau 3 : Etudes pré-cliniques in vitro et in vivo évaluant I’efficacité oncolytique du MV
Adapté depuis : Msaouel et al., Oncolytic measles virus strains as novel anticancer agents. Expert Opin Biol
Ther, 2013. [168]
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Ces études pre-cliniques in vitro et in vivo ont démontré que le MV est capable de
cibler spécifiquement de nombreux types de cellules tumorales et d’exercer son activité
oncolytique. De plus, les études in vivo chez la souris prouvent la faisabilité d’injection du
virus par différentes voies d’administration. Cependant, de plus en plus de travaux menés ces
derniéres années évaluent le potentiel de MV génétiquement modifiés, présentant notamment

une meilleure spécificité envers les cellules tumorales et une efficacité lytique potentialisée.

Le tropisme naturel du MV oncolytique envers les molécules CD46 et Nectin-4,
surexprimées par de nombreuses tumeurs, permet un ciblage spécifique des cellules
tumorales. Il peut toutefois étre intéressant d’améliorer la spécificité du MV afin de renforcer
sa securité d’utilisation chez I’homme, en limitant 1’infection des tissus sains, et pour pallier &
la variabilité d’expression de ses récepteurs entre les patients atteints d’un méme cancer. De
nombreux MV modifiés possédant un tropisme tumoral renforcé ont ainsi été créés grace a la
manipulation du génome et aux techniques de sélection et d’amplification des virus
recombinants [115, 213, 214].

Le fait que la fixation du virus sur son récepteur et la fusion avec la cellule cible soient
des événements médiés par deux protéines distinctes facilite la stratégie de modification du
virus. En effet, il est ainsi possible de modifier la protéine H (hémagglutinine) pour améliorer
le tropisme tumoral du virus, sans compromettre ses propriétés fusogéenes. Afin de rediriger le
MV vers un marqueur tumoral particulier, il est nécessaire d’inactiver sa capacité a se fixer
sur son récepteur naturel CD46. L’identification des acides aminés nécessaires pour
I’interaction de la protéine H avec CD46 a permis la génération de virus recombinants ayant
perdu leur tropisme naturel [215].

Une des stratégies consiste a modifier la partie C-terminale de la proteine H en
insérant un fragment d’anticorps a chaine unique (scFv, single-chain fragment variable),
constitué uniquement des régions variables de la chaine lourde et de la chaine légere d’un
anticorps, reconnaissant spécifiquement un marqueur exprimé a la surface des cellules
tumorales. Plusieurs virus recombinants ont ainsi été génerés, possédant une protéine H

fusionnée a un fragment scFv dirigé contre CD138 ou CD38, deux marqueurs associés au
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myelome multiple [177, 179], CD20, un marqueur du lymphome non-Hodgkinien [175, 216]
ou encore contre un marqueur membranaire spécifique du cancer de la prostate PSMA
(Prostate-Specific Membrane Antigen) [188]. Ces études in vitro et in vivo dans des modéles
murins ont démontré un ciblage efficace des cellules tumorales par ces virus et le maintien de
leur potentiel oncolytique.

Récemment, Friedrich et ses collegues ont développé une nouvelle stratégie pour
optimiser la spécificité tumorale du MV, en ajoutant un motif répété de protéine ankyrine
(DARPin, Designed Ankyrin Repeat Protein) a I’extrémité de la protéine H [217]. Comme
beaucoup de proteines a motifs répétés, les ankyrines sont impliquées dans les interactions
entre protéines et reconnaissent leur cible avec une forte affinité et spécificité [218]. Les
DARPIn spécifiques pour des marqueurs tumoraux sont sélectionnees par la technique de
phage et ribosome display [219], et les séquences codant pour ces motifs sont insérées dans le
génome du MV afin de créer une protéine de fusion H-DARPin. Ainsi, les travaux de
Friedrich ont permis d’obtenir un MV recombinant capable de reconnaitre deux marqueurs
tumoraux simultanément, HER2/neu (Human Epidermal Growh Factor Receptor-2) et
EpCAM. Les résultats obtenus montrent que ce MV redirigé élimine compléetement les
xenogreffes de tumeurs humaines chez la souris et présente des effets sur les tissus sains trés
atténués [217]. Les auteurs mettent en avant 1’intérét d’utiliser ce virus bispécifique, pouvant
permettre 1’infection de variants tumoraux ayant perdu I’expression d’un des marqueurs et le
ciblage des cellules tumorales souches exprimant le marqueur EpCAM. Les DARPiIn
présentent ainsi de nombreux avantages par rapport aux fragments scFv : elles sont stables, de
petite taille, leur conformation est préservée dans la protéine de fusion, elles n’ont pas
tendance a s’agréger, et il est possible d’envisager la génération de MV-DARPIn

multispécifiques.

Il est également possible de modifier la protéine de fusion F du MV. Cette protéine
requiert un clivage par la furine, une protéase cellulaire ubiquitaire, pour étre activée et
permettre la fusion du virus avec la cellule hote. Le site de clivage peut étre modifié afin
d’étre reconnu par des protéases spécifiques et restreindre 1’activation de la protéine F a
certains tissus [220]. Ainsi, les MMP (Matrix Metalloproteinase), endopeptidases
surexprimées par de nombreuses cellules tumorales pour dégrader la matrice extracellulaire et

faciliter I’invasion tumorale, peuvent étre exploitées pour cette stratégie [221]. Les travaux de
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Mihlebach et al. ont montre, sur des coupes de tissus hépatiques sains ou tumoraux de 44
patients, que la présence du site de clivage de la MMP-2 dans la protéine F du MV restreint

son activité oncolytique au tissu tumoral et diminue les dommages sur les tissus sains [194].

Il est possible de controler la réplication du MV en exploitant 1’expression tiSsu-
spécifique des microARN (miR). Ces ARN simple brin non codants de 22 nucléotides en
moyenne exprimeés par nos cellules interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle de
I’expression de nos genes. Le miR s’apparie au niveau de sa séquence complémentaire a
I’ARN messager du géne cible et conduit & la répression de sa traduction ou & sa dégradation
[222]. Les miR interviennent dans divers processus biologiques en régulant de nombreux
genes et leur dérégulation est observée dans différents types de cancers [223]. Les travaux
menés depuis plusieurs années ont abouti a la description de signatures miR, permettant de
distinguer les tissus sains des tissus tumoraux et de différencier les types de cancers selon le
profil d’expression des miR [224]. Cette expression différentielle des miR entre le tissu sain et
le tissu tumoral est exploitée afin de restreindre la réplication de certains virus oncolytiques
au tissu tumoral [225]. Il a été démontré que le miR-7 n’est plus exprimé par les cellules de
glioblastome multiforme, puisqu’il réprime 1’expression du récepteur a I’EGF [226], alors
qu’il est présent dans le tissu neuronal sain. Un virus MV sensible au miR-7 a été génére,
contenant des séquences cibles du miR-7 au niveau de la région 3’ non transcrite du géne
codant pour la protéine F, afin de restreindre la réplication de ce virus au tissu tumoral. En
effet, la présence de miR-7 dans le tissu sain inhibe la traduction des protéines virales et ainsi
bloque la propagation du virus. Ce virus MV sensible a miR-7 a prouvé son efficacité dans un
modele de xénogreffe de glioblastome multiforme humain chez la souris, sans entrainer de

neurotoxicité apres une injection intracranienne [227].

Ces stratégies permettent d’accroitre la spécificité du MV envers les cellules tumorales
et d’atténuer fortement les effets indésirables sur les tissus sains, renforgant ainsi la sécurité
d’utilisation du MV chez I’homme. Il est désormais intéressant d’envisager des modifications

augmentant I’efficacité lytique du MV au niveau du site tumoral.
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L’effet cytopathique du MV repose en partie sur la formation de syncitia, cellules
géantes multinucléées, conduisant a la mort des cellules tumorales. Il peut étre cependant
intéressant de modifier le virus afin d’augmenter ses propriétés lytiques, en permettant

notamment une association avec des traitements conventionnels.

Le groupe de Stephen Russell a développé un MV recombinant pour le symporteur
d’lode/Sodium (NIS, Na/l Symporter), le MV-NIS, permettant de combiner 1’effet lytique du
MV avec la radiothérapie. Ce MV induit I’expression du NIS & la surface des cellules
infectées, favorisant I’accumulation intracellulaire de radioisotopes tels que 1’Iode 131 (**11).
Cet isotope radioactif émet des particules B lors de sa décroissance qui peuvent pénétrer les
tissus environnants jusqu’a 400pum a partir du point d’émission, induisant I’irradiation des
cellules voisines non infectées [228]. Cette stratégie de radiovirothérapie a démontré une
potentialisation de I’activité oncolytique du MV dans des modéles de xénogreffes de
myélome multiple [228], de cancer de la prostate [189], de glioblastome [201], de cancer
squameux de la téte et du cou [206] et de cancer de la thyroide [212]. Bien que le plus souvent
un effet synergique soit obtenu grace a cette stratégie de radiovirothérapie, il a également été
montré que I’administration d’**!l induit la régression de xénogreffes de myélome multiple

qui étaient résistantes a la lyse induite par le MV-NIS [228].

Des stratégies de chimiovirothérapie ont été développées et consistent a armer le MV
avec des geénes codant pour des enzymes "prodrogues convertases”, capables de convertir des
molécules chimiques non toxiques en agents cytotoxiques. Ainsi, 1’équipe de Roberto
Cattaneo a developpé un MV recombinant pour la purine nucléoside phosphorylase (PNP)
d’Escherichia coli, une enzyme convertissant le 6-methylpurine-2’-deoxyriboside (MeP-dR)
en 6-methylpurine (MeP). Cette molécule est ensuite métabolisée en analogues toxiques de
I’adénosine triphosphate (ATP), inhibant immédiatement la synthése d’ADN, d’ARN et des
protéines et menant a la mort cellulaire [229]. Ce MV-PNP, aprés une injection intra-tumorale
ou systémique dans un modele murin syngenique de cancer du c6lon, interfere avec la
progression tumorale et augmente la survie des souris aprés I’administration de la prodrogue

MeP-dR [193]. Des études ont rapporté la puissance de cette stratégie puisqu’un faible niveau
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d’expression de la PNP dans la tumeur permet la mort des cellules tumorales induite par la
prodrogue [193, 230].

Plus récemment, un MV ¢équipé d’un autre géne suicide a été généré, codant pour la
Super-Cytosine Deaminase (SCD). Cette protéine résulte de la fusion de deux enzymes
provenant de la levure Saccharomyces cerevisiae : la Cytosine Deaminase (CD) et 1’Uracil
phosphoribosyltransferase (URPT). Cette enzyme bifonctionnelle convertit la prodrogue 5-
fluorocytosine (5-FC) en agent chimiothérapeutique 5-fluorouracil (5-FU) et facilite la
conversion du 5-FU en 5-fluorouridine-5’-monophosphate (5-FUMP), permettant une toxicité
sur les cellules tumorales résistantes au 5-FU [231]. Le 5-FUMP est ensuite métabolisé par la
cellule et interfére avec les processus de réparation de I’ADN et la synthése de I’ADN, de
I’ARN et des protéines. L’activité cytosine deaminase de cette protéine de fusion est 100 fois
supérieure a celle de la protéine native, permettant 1’utilisation de faibles doses de 5-FC. Ce
systéeme d’activation de la prodrogue 5-FC intégré dans le MV a démontré son efficacité chez
la souris envers des xénogreffes de carcinome hépatique [232], de mélanome [209] et de
cancer squameux de la téte et du cou [207].

Ces stratégies de chimiovirothérapie, basées sur I’effet synergique entre 1’activité
oncolytique du MV et I’action cytotoxique des agents chimiothérapeutiques, sont
prometteuses. Elles apportent un bénéfice thérapeutique supérieur a celui obtenu avec le virus
seul et sont & considérer pour de futures applications cliniques [116].

Il est possible d’effectuer plusieurs modifications du virus de la rougeole, conduisant a
I’optimisation de sa spécificité envers les cellules tumorales et de son effet cytotoxique [197,
233]. Ces virus MV hautement spécifiques et armés constituent de puissants agents

thérapeutiques.

Il est apparu depuis quelques années que 1’induction de réponses immunitaires anti-
tumorales par les virus oncolytiques participe activement a la réponse clinique observée avec
ces agents thérapeutiques. Cette interaction bénéfique entre le virus de la rougeole et le
systéeme immunitaire sera développée dans la troisieme partie de ma these.

Différentes modifications ont été apportées au MV afin d’augmenter ses propriétés
immunostimulatrices, notamment 1’insertion du géne codant pour I’IFN-B. Les IFN de type I,
tels que I'IFN-B, possédent des propriétés immunostimulatrices grace a l’activation des

cellules NK (Natural Killer), des lymphocytes T et des macrophages, et exercent un effet anti-

33



angiogenique [234]. Li et ses collégues ont ainsi démontré qu’un MV codant pour I’'TFN-
murin infecte efficacement des tumeurs de mésothéliome humaines greffées chez des souris
immunodéficientes et modifie favorablement le microenvironnement tumoral par rapport au
MV [192]. En effet, le MV-IFN-B facilite I’infiltration de la tumeur par des cellules
immunitaires CD68" (2 & 4 fois plus que le MV) et réduit la densité vasculaire de la tumeur en
entrainant une diminution du nombre de cellules endothéliales CD31".

Un MV codant pour la protéine soluble immunostimulatrice NAP (Neutrophil-
Activating Protein) d’Helicobacter pylori [235], agoniste du TLR2 (Toll-Like Receptor 2),
apporte une meilleure efficacité thérapeutique que le MV dans un modéle pre-clinique de
cancer du sein métastatique en doublant la médiane de survie [236]. Cet effet bénéfique a été
corrélé avec I’induction, par la protéine NAP sécrétée en grande quantité par les cellules
tumorales infectées, d’une inflammation et d’une réponse immunitaire de polarisation Thl (T
helper 1) caractérisée par une forte concentration des cytokines TNF-a, IL-6 (Interleukine-6)
et IL-12 dans I’effusion pleurale.

Plus récemment, un MV codant pour le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor) a été évalué dans un modéle murin immunocompétent de cancer
colorectal [237]. L’injection intra-tumorale de ce virus MV-GM-CSF retarde la progression
tumorale et prolonge la médiane de survie par rapport au MV. Une immunité anti-tumorale a
été mise en évidence par la présence de cellules immunitaires effectrices anti-tumorales dans
la rate des souris et par une infiltration des tumeurs sous-cutanées par des lymphocytes T
CD3" spécifiques d’antigénes tumoraux. Ainsi, plus d’un tiers des souris traitées avec le MV-
GM-CSF ont présenté une régression complete de la tumeur et rejeté les greffes de tumeurs
successives, suggérant 1’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale protectrice a
long terme.

Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique de virus MV codant pour des
protéines immunostimulatrices, permettant le recrutement de cellules immunitaires anti-

tumorales agissant de concert avec le virus pour éliminer la tumeur.

Afin d’évaluer I’efficacité thérapeutique du MV au niveau clinique, il est nécessaire de
pouvoir suivre de maniére non invasive la réplication du virus, la localisation de I’infection et
son étendue. Des modifications du MV ont ainsi été apportées afin de faciliter ce suivi

pharmacocinétique. Dans un premier temps, le MV a été¢ modifié afin d’exprimer une protéine
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soluble CEA, permettant un dosage sérique attestant de la réplication virale. Dans une étude
clinique de phase | pour le traitement du cancer de 1’ovaire, chaque injection du MV-CEA
était suivie d’une augmentation sérique du CEA [238]. Cependant, la détection de ce
marqueur dans la circulation sanguine ne permet pas de déterminer si le virus s’est répliqué
dans le tissu tumoral ou dans les tissus sains.

Dans le cas du myélome multiple, un MV codant pour la chaine légere A
d’immunoglobuline a été généré afin de suivre la réplication spécifique du virus dans les
cellules tumorales. Les cellules de myélome multiple sont des lymphocytes B activés,
produisant de grandes quantités d’immunoglobulines monoclonales. L’infection de ces
cellules tumorales par le MV-} induit la production spécifique d’une immunoglobuline
chimérique unique, constituée d’une chaine 1égére k et d’une chaine 1égére A, pouvant étre
détectée dans le sang [239].

Le MV-NIS, décrit précédemment pour son utilisation dans la stratégie de
radiovirothérapie, possede 1’avantage de permettre également le suivi de la réplication virale
au niveau du site tumoral [240, 241]. Les cellules tumorales infectées par ce virus expriment

le symporteur NIS ce qui leur permet de concentrer 1’lode’?

, un isotope émettant des
rayonnements y. Ces rayonnements permettent de visualiser la dispersion de I’infection au
sein de la tumeur grace a la technique d’imagerie SPECT-CT (Single-Photon Emission
Computed Tomography-Computed Tomography). Cette technique tres informative permet de

corréler la réplication du virus et sa distribution avec les réponses cliniques obtenues.

Les nombreuses études pré-cliniques menées ont permis de prouver I’efficacité
oncolytique du virus de la rougeole et de démontrer le bénéfice thérapeutique apporté par
certaines modifications, visant a améliorer sa spécificité ainsi que ses propriétés lytiques et
immunostimulatrices. Ce virus est actuellement évalué au niveau clinique chez I’homme pour

le traitement de différents cancers.
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La virothérapie anti-tumorale est une stratégie thérapeutique en plein essor. Le premier
virus oncolytique ayant regu une autorisation de mise sur le marché en 2005 est I’adénovirus
H101, utilisé uniqguement en Chine pour le traitement de cancers ORL en combinaison avec la
radiothérapie [242]. Les résultats pre-cliniques prometteurs contre différents types de cancers,

obtenus avec de nombreux virus oncolytiques, ont abouti a un transfert vers la clinique.

Les propriétés oncolytiques du virus atténué de la rougeole ont été évaluées contre le
cancer de l’ovaire chimiorésistant par 1’équipe d’Evanthia Galanis a la Mayo Clinic
(Rochester, MN, USA). Deux essais cliniques de phase | testant le MV-CEA [238] et le MV-
NIS [243] ont été menés chez des patientes souffrant de cancers de 1’ovaire réfractaires aux
traitements a base de taxol et de platine. Le MV-CEA ou le MV-NIS ont été injectés a
différentes doses dans la cavité péritonéale des patientes, sélectionnées pour étre immunisées
contre le virus de la rougeole (possédant un taux d’anticorps IgG anti-rougeole >20 unités
ELISA/mL). Le traitement est répété tous les mois, jusqu’a 6 cycles. Dans ces essais, la
réplication du virus a pu étre suivie de maniére non invasive par un dosage serique du CEA
pour le MV-CEA et par imagerie SPECT-CT suivant I'injection d’*?I pour le MV-NIS.

Le MV-CEA a permis une stabilisation de la maladie pour 14 patientes sur les 21
traitées, avec un doublement de la médiane de survie par rapport a celle attendue pour ces
patientes (12,15 mois vs 6 mois) [244]. La réponse clinique dépend de la dose injectée : la
médiane de survie est de 10,6 mois pour les faibles doses (103-10° TCIDsq, 50% Tissue
Culture Infectious Dose) et passe a 38,4 mois pour les fortes doses (10%-10° TCIDs), 10°
TCIDs, correspondant & 100 000 fois la dose injectée lors d’une vaccination de I’enfant [238].

Le MV-NIS a été injecté a 16 patientes ayant échoué a 4 lignes de chimiothérapies.
Seules les fortes doses ont été testées suite aux résultats obtenus avec le MV-CEA. Une
stabilisation de la maladie a été observée pour 13 patientes sur les 16, avec une médiane de
survie de 26,5 mois (16,3-37,3 mois). Dans cette étude, il a été montré que le niveau basal
d’anticorps anti-rougeole n’augmente pas aprés injection du MV-NIS. En revanche, le
traitement avec ce virus active une réponse immunitaire anti-tumorale caractérisée par la

présence de lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeur dans le sang [243].
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Ces résultats cliniques sont encourageants, offrant une prolongation de la médiane de
survie aux patientes par rapport a celle apportée par certaines nouvelles thérapies testées (6 a
12 mois seulement) [245]. Il est intéressant de mettre en évidence la réponse immunitaire anti-
tumorale induite par le virus, pouvant contribuer favorablement a la réponse clinique. Basé
sur ces résultats, un essai de phase 11 randomisé est en cours de recrutement (NCT02364713,

http://www.clinicaltrials.gov), visant a comparer I’administration intra-péritonéale du MV-

NIS a un traitement chimiothérapeutique.

Un essai clinique de phase | a été réalisé a la Mayo Clinic par 1’équipe de Stephen
Russell, évaluant I’efficacit¢é du MV-NIS contre le myélome multiple disséminé réfractaire
aux traitements existants. Des résultats préliminaires concernant deux patientes traitées ont été
publiés en 2014 [246]. Ces patientes, non immunisées contre le virus de la rougeole et
présentant un mauvais pronostic vital suite a 1’échec des thérapies conventionnelles, ont recu
une seule injection systémique de la plus forte dose de MV-NIS, 10'! TCIDs;. L’infection
spécifique des plasmocytomes disséminés a pu étre suivie grace au MV-NIS.

Cette unique injection intraveineuse du MV-NIS a entrainé une rémission de la
maladie ayant duré 9 mois pour la patiente 1 au moment de la publication. Chez cette patiente,
un plasmocytome palpable au niveau du front a commencé a diminuer 36 heures apres
I’injection du MV-NIS et n’était plus palpable 6 semaines aprés. Lors du 9™ congrés annuel
sur les virus oncolytiques qui s’est tenu a Boston en Juin 2015 (OVC 2015), Stephen Russell
a indiqué que cette patiente était toujours en vie 24 mois apres le traitement [247] (Annexe
n°1). Chez la patiente 2, malgré une rémission de la maladie 6 semaines aprés I’injection du
MV-NIS, des plasmocytomes en progression ont été détectés.

C’est la premicre fois que la rémission compléte d’un cancer disséminé est obtenue
apres une injection systémique du virus de la rougeole, grice a ’infection spécifique des
differents sites tumoraux par le MV-NIS. Un essai clinique de phase Il est en cours de
recrutement a la Mayo Clinic (NCT00450814), évaluant le MV-NIS avant ou sans

cyclophosphamide, une chimiothérapie, pour le traitement du myélome multiple réfractaire.
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D’autres essais cliniques de phase I sont en cours a la Mayo Clinic, visant a évaluer
I’efficacité oncolytique du MV-NIS contre le mésothéliome pleural malin aprés injection
intrapleurale (NCT01503177), et contre les cancers squameux récurrents ou métastatiques de
la téte et du cou apres injection intratumorale (NCT01846091). L’efficacit¢é du MV-CEA va
étre testée contre le glioblastome multiforme récurrent suite a I’injection du virus dans la
cavité apres résection de la tumeur par chirurgie, précédée ou non d’une injection
intratumorale avant 1’acte chirurgical (NCT00390299).

Le virus de la vaccine JX-594, aussi appelé Pexa-Vec pour pexastimogene
devacirepvec (SillaJen Biotherapeutics et Transgene S.A), est un virus oncolytique de la
famille des Poxviridae. Ce virus a ADN, dérivé de la souche vaccinale Wyeth, présente une
inactivation du gene codant pour la thymidine kinase (TK) et exprime les génes codant pour le
GM-CSF et la B-galactosidase (p-gal). La réplication du virus dépend donc d’une activité TK
cellulaire, qui est constitutivement augmentée dans les cellules tumorales a cause d’anomalies
de leur cycle cellulaire [248]. Il a également été décrit que certains mécanismes impliqués
dans le tropisme tumoral du JX-594 sont inhérents a la biologie de la tumeur : la réplication
du virus dépend de la voie de signalisation EGFR/Ras/MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), activee dans 90% des cancers solides, et de I’inactivation de la voie IFN de type I
[249]. Les geénes codant pour le GM-CSF et la B-gal permettent respectivement de stimuler
une réponse immunitaire anti-tumorale et de suivre la réplication virale sur des biopsies [250].

Un premier essai clinique de phase | a été effectué sur 14 patients souffrant de cancer
du foie primaire ou métastatique, réfractaire aux traitements standards [251]. L’injection
intratumorale du JX-594 est bien tolérée pour une dose maximale de 10° PFU (Plaque
Forming Units), ayant pour seuls effets secondaires des symptdmes grippaux. Une
dissémination du virus dépendante de sa réplication est observée dans le sang plus de 20 jours
apres I’injection intratumorale, résultant en une infection de sites tumoraux non injectés. De
plus, pour 4 des 6 patients injectés avec la dose maximale, 1I’expression de GM-CSF a conduit
a une augmentation du nombre de neutrophiles dans le sang.

Plus récemment, un essai clinique de phase Il randomisé a été mené sur 30 patients
atteints de carcinome hépatocellulaire avancé [252]. Les résultats ont montré que la survie des

patients dépend de la dose injectée. Ainsi, la médiane de survie des patients ayant recu la
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faible dose (10® PFU) est de 6,7 mois alors que celle du groupe ayant recu la forte dose (10°
PFU) est de 14,1 mois. Les réponses cliniques obtenues sont indépendantes d’une immunité
pré-existante contre le virus de la vaccine. Cette étude a mis en évidence I’induction d’une
réponse immunitaire humorale et cellulaire par le JX-594. Le sérum de 70% des patients
contient des anticorps présentant une activité cytotoxique dépendante du complément in vitro
envers des lignées tumorales de carcinome hépatocellulaire. De plus, des lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques d’antigénes du virus de la vaccine et du transgéne B-gal ont été
génerés. Quatre patients ayant recu la forte dose de JX-594 avaient échoué au traitement avec
le sorafenib, un inhibiteur de tyrosine kinase, et leur espérance de vie n’était que de 2 a 4 mois
selon les résultats d’un essai clinique de phase Il évaluant le sorafenib [253]. L’injection du
JX-594 a permis une augmentation de leur médiane de survie a 13,1 mois et deux patients
étaient encore en vie deux ans apres le traitement. Un essai clinique de phase 111 randomisé est
prévu afin d’évaluer I’efficacité du JX-594 en combinaison avec le sorafenib, comparé au
sorafenib seul, chez des patients souffrant de carcinome hépatocellulaire n’ayant regu aucun
traitement systémique au préalable (NCT02562755).

En 2013, le JX-594 avait été injecté a plus de 160 patients atteints de cancers variés et
bien toléré apres une injection intratumorale [251, 252] ou intraveineuse [254]. Son pouvoir
oncolytique puissant a été décrit ainsi que ses capacités immunostimulatrices, améliorant
considérablement la survie des patients. De plus, le JX-594 est capable d’infecter les cellules
endothéliales associées aux tumeurs, entrainant une perturbation de la vascularisation
tumorale et augmentant ainsi son efficacité anti-tumorale [255]. L’ensemble de ces
caractéristiques fait du JX-594 un virus oncolytique trés prometteur qui est actuellement

évalué dans de nombreux essais cliniques.

Le virus Herpes Simplex HSV-1, appelé T-Vec (talimogene laherparepvec, Amgen),
est le virus oncolytique ayant le développement clinique le plus avancé. Ce virus a ADN
double brin de la famille des Herpesviridae a été obtenu aprées plusieurs modifications de la
souche JS1, consistant en la délétion de deux génes viraux non essentiels. Le géne codant
pour le facteur de neurovirulence ICP34.5 a eté délété, atténuant ainsi la pathogenicité du
virus et favorisant une spécificité pour les cellules tumorales. En effet, le facteur ICP34.5
bloque normalement la protéine PKR (Protein Kinase R), qui inhibe la réplication virale aprés

détection du virus, et la délétion de ce facteur confere au virus un tropisme pour les cellules
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tumorales dans lesquelles la protéine PKR est souvent inactive [256]. La délétion du gene
codant pour la protéine ICP47 entraine la surexpression du gene US11, codant pour une
protéine impliquée dans le blocage de la PKR. Ces deux délétions permettent ainsi d’assurer
la réplication spécifique et efficace du virus dans les cellules tumorales. De plus, la délétion
d’ICP47 restaure la capacité de présentation d’antigénes par les cellules infectées, favorisant
la génération d’une réponse immunitaire anti-tumorale [257]. Enfin, ce virus a été modifié
pour exprimer le GM-CSF, qui permet le recrutement et 1’activation des cellules
immunitaires. La stratégie thérapeutique pour le T-Vec repose donc sur deux propriétés :
premiérement, le virus induit la mort des cellules tumorales aprés leur infection spécifique et
deuxiémement, une réponse immunitaire anti-tumorale se met en place, amplifiée par la
production locale de GM-CSF.

L’efficacité oncolytique du T-Vec a été évaluée dans un essai clinique de phase Il sur
50 patients atteints de mélanome meétastatique non opérable de stade Illc et IV, aprés
injections intratumorales. Les résultats parus en 2009 ont mis en évidence une réponse chez
26% des patients, caractérisée par une régression partielle ou compléte des tumeurs injectées
et distantes non injectées [258]. La survie globale des patients est de 58% un an apres le
traitement et de 52% a 24 mois. Afin de caractériser ’effet du T-Vec sur la réponse
immunitaire anti-tumorale, une étude a pu étre menée a partir des échantillons de tumeurs et
de sang des patients [259]. Une réponse immunitaire anti-tumorale locale et systémique a été
mise en évidence, démontrée par la présence de lymphocytes T spécifiques de 1’antigéne de
tumeur MART-1 dans le microenvironnement tumoral des lésions injectées et non injectées,
comparé aux patients n’ayant pas recu le T-Vec. De plus, le T-Vec induit une diminution du
nombre de lymphocytes T régulateurs CD4*, CD8" et de cellules MDSC (Myeloid-Derived
Suppressive Cells) dans les tumeurs injectées, réduisant ainsi |’environnement
immunorégulateur défavorable.

L’ensemble de ces résultats encourageants obtenus lors de la phase II de I’essai
clinique a permis la mise en place de la phase Il [260], dont les résultats viennent d’étre
publiés en Septembre 2015 [261]. Cet essai randomisé de phase Ill, incluant 436 patients
souffrant de mélanome non opérable de stade Illb & 1V, a consisté a comparer I’efficacité du
T-Vec, injecté en intratumoral, a I’injection sous-cutanée de GM-CSF recombinant ayant
montré des effets bénéfiques en tant qu’adjuvant dans les thérapies du mélanome [262]. La
médiane de survie globale obtenue avec le T-Vec est de 23,3 mois et de 18,9 mois avec le
GM-CSF. Les résultats ont permis de déterminer que 1’efficacité du T-Vec par rapport au

GM-CSF est plus prononcée chez les patients souffrant d’'un mélanome de stade IIIb a
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IVM1a, ayant au maximum des métastases ganglionnaires, par rapport aux patients ayant des
métastases pulmonaires ou viscérales (médiane de survie de 41,1 mois avec le T-Vec vs 21,5
mois avec le GM-CSF). De plus, le T-Vec est plus efficace que le GM-CSF seul chez les
patients n’ayant pas recu de traitements au préalable (médiane de survie de 33,1 mois avec le
T-Vec vs 17 mois avec le GM-CSF). Le statut sérologique des patients vis-a-vis du HSV n’a
aucun effet sur la réponse.

Le T-Vec a prouvé sa sécurité d’utilisation ainsi que son efficacité thérapeutique et
représente une nouvelle thérapie potentielle pour le traitement des patients souffrant de
mélanomes meétastatiques, puisqu’il vient d’étre approuvé par la FDA le 27 Octobre 2015
pour une utilisation aux USA. La mise en évidence d’une réponse immunitaire anti-tumorale
locale et systémique induite par le T-Vec est en faveur d’une combinaison avec d’autres
agents immunothérapeutiques. Ainsi, un essai clinique de phase I/11 évalue actuellement le T-
Vec associé a I’ipilimumab, un anticorps monoclonal ciblant la molécule CTLA-4 qui inhibe
I’activation du systéme immunitaire. Lors du congrés OVC 2015 sur les virus oncolytiques,
Robert Andtbacka a présenté les résultats préliminaires montrant que les réponses cliniques
avec cette combinaison sont meilleures que celles obtenues avec le T-Vec seul [247] (Annexe
n°1). Un essai clinique de phase Il va étre initié pour comparer ’efficacité du T-Vec combiné

a I’ipilimumab par rapport a I’ipilimumab seul.

Jusqu’a aujourd’hui, plus de 1000 patients, dont certains souffrant de MPM [263]
(Annexe n°2), ont regu une injection intratumorale ou intraveineuse d’un virus oncolytique au
cours d’essais cliniques de phase I a III. Une étape importante vient d’étre franchie avec
I’approbation de la FDA concernant 1’utilisation du T-Vec, et plusieurs virus oncolytiques
sont dans des phases finales de développement clinique. Il est probable que les virus
oncolytiques deviennent rapidement une nouvelle option thérapeutique pour le traitement des

cancers.
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Nos cellules ont évolué afin de détecter rapidement tout pathogene et de contréler
I’infection. Cette immunité innée anti-virale, premiére ligne de défense contre 1’intrusion de
pathogenes, repose en grande partie sur la réponse IFN de type | déclenchée dans les cellules
infectées. En 1957, Isaacs et Lindenmann ont observé que le milieu de culture de cellules
infectées par le virus de la grippe confére a des cellules naives une résistance a I’infection
[264]. Cette substance produite par les cellules infectées, interférant avec la dissémination du
virus, a été nommee interféron. Cette réponse anti-virale peut se décomposer en trois phases
essentielles : la détection du virus, la production d’IFN de type I et I’induction d’un état anti-
viral. Elle est induite par différents types de virus et je vais ici décrire la réponse déclenchée

suite a I’infection par un virus a ARN, tel que le virus de la rougeole.

La réponse anti-virale IFN de type | débute grace a la détection de motifs viraux, les
PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern), par des récepteurs spécifiques PRR (Pattern
Recognition Receptor). Les différents PRR se distinguent par les PAMP qu’ils reconnaissent
et par le compartiment cellulaire dans lequel ils se trouvent. Les récepteurs TLR sont localisés
au niveau de la membrane cellulaire ou dans les compartiments endosomaux, et leur
expression est plutét restreinte aux cellules immunitaires. La détection cytoplasmique des

PAMP viraux, assurée par les hélicases a ARN, va étre présentée dans cette partie.

En 2004, deux PRR cytoplasmiques impliqués dans la reconnaissance d’ARN viral ont
été identifies : RIG-1 (Retinoic acid-Inducible Gene-l) et Mda5 (Melanoma differentiation-
associated protein 5) [265, 266]. Ces hélicases a ARN sont regroupées dans la famille des
récepteurs RLR (RIG-I Like Receptor) et partagent la méme structure (Figure 4). Ces
protéines possedent un domaine "DExH/D box RNA helicase” (en référence aux acides
aminés Asp-Glu-x-Asp/His, x pouvant étre n’importe quel acide aminé), permettant la liaison
aux molécules d’ARN, et une activité ATPase. Leur partie N-terminale contient deux

domaines CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain) indispensables pour la
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transduction du signal. Le CTD (C-Terminal Domain) inhibe 1’activation de ces protéines en

absence de leurs ligands.

DExH/D helicase core
CARD Hel1 Hel2 P CTD

RGeS — EEIEDEDH -
woas + BES— @I OO

Figure 4 : Structure des RLR RIG-1 et Mda5
Tiré de : Goubau et al. Cytosolic Sensing of Viruses. Immunity, 2013.[267]

En 2006, deux groupes ont décrit que RIG-1 reconnait les ARN viraux possédant un
groupement triphosphate en 5” (5’-PPP), particularité permettant de discriminer le soi du non-
soi [268, 269]. En effet, les ARN de I’hdte contiennent une coiffe en 5 (pour les ARN
messagers) ou sont dépourvus de ce groupement (pour les ARN de transfert et ribosomaux),
les ARN 5°-PPP présents dans le cytoplasme d’une cellule étant ainsi spécifiques d’une
infection virale. Cependant, deux études ont ensuite démontré en 2009 que ’ARN 5’-PPP
nécessite également une région double brin pour activer RIG-1 [270, 271]. Cette structure
d’ARN 5°-PPP contenant une région en épingle a cheveux, due a I’hybridation de séquences
complémentaires présentes aux extrémités 5° et 3°, est retrouvée dans le génome de nombreux
virus & ARN simple brin négatif comme le virus de la grippe (Influenza A) et le virus de la
rougeole [270, 272, 273]. 1l a été décrit que ce sont principalement les ARN génomiques
viraux qui sont reconnus par RIG-I lors d’une infection par le virus Influenza A, le virus
Sendai ou le VSV [274, 275].

Certains ARN ne possédant pas I’extrémité 5°-PPP peuvent également étre reconnus
par RIG-I. Cela a été démontré avec I’ARN double brin artificiel poly(I:C) (polyinosinic-
polycytidylic acid), lorsque sa taille est inférieure a 1 kb [276]. La reconnaissance par RIG-I
d’ARN double brin courts, genérés pendant la réplication virale, a été démontrée lors de
I’infection par le VSV [276].
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Les ligands de Mda5 sont moins bien caractérisés. Différentes études ont déemontré
que Mda5 est impliquée dans la reconnaissance des longs ARN double brin. En effet, cette
hélicase est activée par le long poly(l:C) [276] et par des intermédiaires réplicatifs ARN
double brin lors de I’infection par un picornavirus [277]. Récemment, il a été décrit que Mda5
reconnait egalement des structures ARN de haut poids moléculaire, contenant des ARN
simple brin et double brin, générées lors de Iinfection par le virus EMCV

(Encephalomyocarditis Virus) ou le virus de la vaccine [276, 278].

Les hélicases RIG-1 et Mda5 sont exprimées de facon ubiquitaire et partagent une
homologie structurale. Bien qu’clles soient toutes les deux impliquées dans la détection
d’ARN viral, elles ne sont pas redondantes car elles se distinguent par les structures d’ARN
qu’elles reconnaissent. Apres la liaison a leurs ligands respectifs, RIG-I et Mda5 induisent une
signalisation commune menant a la production d’IFN de type I. La protéine LGP2
(Laboratory of Genetics and Physiology 2) appartient également a la famille des RLR mais ne
possede pas le domaine de transduction du signal CARD, contrairement a RIG-1 et Mda5
[267]. Des études sont nécessaires afin de clarifier le réle de cette protéine, méme si des
travaux suggerent qu’elle pourrait agir comme régulateur négatif de la réponse IFN de type |
[279].

Apres la reconnaissance de I’ARN viral, les deux hélicases RIG-I et Mda5 subissent
un changement conformationnel permettant leur liaison a la protéine adaptatrice MAVS
(Mitochondrial Anti-Viral Signaling), découverte simultanément par quatre groupes en 2005
[280]. Le réle essentiel de MAVS dans la réponse anti-virale a été mis en évidence grace a
des souris invalidées pour le gene codant pour cette protéine [281, 282]. La protéine MAVS
contient un domaine CARD en N-terminal, et un domaine transmembranaire en C-terminal
permettant sa localisation dans la membrane mitochondriale. L’interaction homotypique entre
les domaines CARD des hélicases RIG-I et Mda5 et le domaine CARD de MAVS est
essentielle pour la signalisation. L’engagement de MAVS entraine un changement
conformationnel conduisant a une agrégation massive de protéines MAVS a la membrane
mitochondriale, résultant en une importante amplification du signal [283]. Plusieurs protéines

cytoplasmiques sont ensuite recrutées au niveau du complexe MAVS et induisent I’activation
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des kinases TBK1 (TANK-binding kinase) et IKKe (IkB kinase-€), responsables de
I’activation d’IRF3 et IRF7 (IFN Regulatory Factor), et des kinases IKKa et IKK},
responsables de I’activation de NF-kB [267]. La phosphorylation d’IRF3 et IRF7 entraine une
homodimeérisation ou une hétérodimérisation de ces facteurs de transcription qui rejoignent
alors le noyau. IRF3 est exprimé constitutivement dans les cellules, et reste dans un état
latent. IRF7 est en revanche présent dans le cytoplasme a un faible niveau, son expression
étant ensuite fortement induite pendant la phase tardive de la réponse IFN de type I, en
réponse a I’IFN-B, permettant la transcription des géenes codant pour les IFN-a (il existe 13
génes chez I’homme) et une amplification de la réponse anti-virale [284]. Le facteur de
transcription NF-kB est activé suite a la phosphorylation d’IkBa, protéine inhibitrice dégradée
ensuite par ubiquitination.

L’activation des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et NF-xB permet I’induction
d’IFN-B et de cytokines pro-inflammatoires. Au cours de cette phase, certains ISG
(Interferon-Stimulated Gene) sont également exprimés, indépendamment de la liaison des IFN
de type I sur leur récepteur comme cela va étre décrit par la suite pour la plupart des ISG. Ces
ISG sont principalement ceux codant pour les IRF et les PRR, permettant une amplification

rapide de la réponse anti-virale [285] (Figure 5).

Les IFN de type I produits par les cellules infectées vont agir de maniére autocrine et
paracrine, sur les cellules voisines, apres fixation sur leur récepteur IFNAR (IFN-a/p
Receptor), hétérodimere composé des deux sous-unités IFNAR1 et 2 [285]. La liaison des
IFN de type | a leur récepteur entraine la phosphorylation des kinases associées a la partie
cytoplasmique du récepteur, JAK1 (Janus Associated Kinase 1) et TYK2 (Tyrosine Kinase 2),
qui vont a leur tour phosphoryler le récepteur au niveau de résidus tyrosine conservés. Cela
entraine le recrutement et la phosphorylation des protéines STAT1 et 2 (Signal Transducer
and Activator of Transcription). Ces protéines activées forment un hétérodimeére et
interagissent avec IRF9, formant ainsi le complexe ternaire ISGF3 (ISG Factor 3). Ce
complexe passe ensuite dans le noyau ou il va se fixer sur les sites appropriés ISRE (IFN-
Stimulated Response Elements) au niveau des promoteurs des ISG, induisant la transcription
de centaines d’ISG (Figure 5).
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Figure 5 : La réponse IFN de type | induite par la détection cytoplasmique d’ARN viral

Les ARN viraux sont detectés par des hélicases RIG-I et Mda5. La voie de signalisation dépendante de MAVS
mene a l’activation des facteurs de transcription IRF7, IRF3 et NF-kB induisant 1’expression d’IFN-f et de
certains ISG. La fixation des IFN de type | (a et B) sur leur récepteur IFNAR induit la transcription, grace au
complexe ISGF3, de multiples ISG responsables de 1’état anti-viral de la cellule.

Tiré de : Schneider et al. Interferon-stimulated genes: a complex web of host defenses. Annu Rev Immunol,
2014. [285]

b) Les IFN-Stimulated Gene (ISG)

Un tres grand nombre d’ISG sont exprimés suite a la signalisation induite par les IFN
de type 1. Ils couvrent un large spectre d’action, pouvant posséder une activité anti-virale
intrinséque, un role de régulation positive ou négative de la signalisation, une activité pro-
apoptotique ou intervenir directement dans la voie de signalisation afin d’amplifier la réponse
anti-virale. Les analyses transcriptionnelles ont permis d’identifier plus de 300 ISG et de les
classer selon leur activité [286]. Malgré les etudes fonctionnelles réalisées ces dernieres
années, suite a la surexpression d’un ISG ou son invalidation, la fonction de nombreux I1SG
reste encore a ce jour a déterminer et représente un des enjeux majeurs des recherches menées
sur I’immunité innée [287, 288].

Afin de réaliser leur cycle de réplication complet, les virus doivent entrer dans les
cellules, répliquer leur génome et produire les protéines virales, puis sortir de la cellule afin
d’infecter de nouvelles cellules. Chacune de ces étapes représente une cible potentielle pour
les ISG [285].
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i. MxGTPases

Les protéines Mx (Myxomavirus resistance), Mx1 et Mx2 chez I’homme, sont des
dynamin-like GTPases (guanosine triphosphatases) dont I’expression dépend exclusivement
de la signalisation IFN de type I ou type 111 [289]. Elles sont de ce fait d’excellents marqueurs
de I’induction d’une réponse anti-virale. L’activité anti-virale de la protéine Mx1 a été mise
en évidence chez la souris contre le virus Influenza A [290]. L’intervention de cette protéine
au cours du cycle de réplication de ce virus a été depuis largement étudiée, bien que certains
mécanismes restent encore obscurs [291]. La récente caractérisation de sa structure a permis
de mieux comprendre son mécanisme d’action. Mx1 posséde un domaine GTPase en N-
terminal, un domaine central et un domaine effecteur GTPase en C-terminal, contenant un
motif leucine zipper. La structure de cette protéine est essentielle pour son oligomérisation et
la formation d’unités circulaires, nécessaires a la reconnaissance des structures virales et a son
activité enzymatique [291, 292]. L’acquisition de cette forme est importante pour ’activité
anti-virale de Mx1, des mutations abolissant son oligomérisation résultant en une perte de
cette fonction [293].

Il est décrit que Mx1 intervient rapidement au cours du cycle viral et exerce son action
anti-virale en capturant des composants viraux, les empéchant d’atteindre leur destination ou
d’exercer leur fonction. Ainsi, il est reconnu pour différents virus que Mx1 encercle les

nucléocapsides virales et empéche la réplication du virus [294, 295] (Figure 6).
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Figure 6 : Structure la protéine Mx1 et mécanisme d’action

Le monomére Mx1 s’oligomérise et forme une structure circulaire, nécessaire a sa fonction anti-virale. Les IFN
de type I synthétisés suite a la détection d’un virus entrainent I’expression de I’'ISG Mx1 (aussi nommé MxA).
Cette protéine cytoplasmique va alors détecter les complexes ribonucléoprotéiques (RNP) des particules virales
infectant la cellule, menant a I’inhibition de la réplication du virus suite a la capture de composants viraux
essentiels. Tiré de : Daumke et al. Structure of the MxA stalk elucidates the assembly of ring-like units of an
antiviral module. Small GTPases, 2010. [296]
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Cette interaction meéne a la relocalisation de composants viraux dans des agrégats, au
blocage de la translocation du génome viral dans le noyau, comme pour le virus Influenza A
[297], ou interfere avec I’intégrité fonctionnelle des virus [298]. 1l a également été démontré
que la localisation de cette protéine au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique
lisse lui permet d’interférer avec la nucléoprotéine N nouvellement synthétisée du virus a
ARN LACV (LaCrosse Virus) et de séquestrer cette protéine essentielle a la réplication du
virus [299, 300].

L’activité anti-virale de Mx1 a été décrite contre de nombreux virus [291, 298], y
compris contre le virus de la rougeole. Grace a des transfections stables de Mx1 dans une
lignée de glioblastome ou une lignée monocytaire, il a été décrit que Mx1 inhibe la
transcription du MV ou interfere avec la synthése des glycoprotéines virales [301, 302].

La protéine Mx2 a quant a elle été caractérisée pour son action anti-rétrovirale,
inhibant 1’entrée dans le noyau du génome rétro-transcrit du virus HIV-1 (Human

Immunodeficiency Virus 1), événement nécessaire au cycle de réplication du virus [303].

ISG15 est I'un des ISG les plus fortement induits par la réponse IFN de type |
déclenchée par une infection virale [304]. Cette protéine ubiquitin-like est reliée de maniére
covalente a ses protéines cibles au cours d’un processus post-traductionnel nommé
ISGylation, grace a I’action de 3 enzymes dont I’expression est également dépendante des
IFN de type | [304]. De nombreuses protéines, provenant du virus ou de la cellule héte, ont
été identifiées comme étant les cibles d’ISG15 [305, 306]. Il a été décrit récemment que
I’ISGylation impacte préférentiellement les protéines nouvellement synthétisées, une des
enzymes impliquée dans ce processus étant associée aux polyribosomes [307]. Dans une
cellule stimulée par les IFN de type I, I’ISGylation affecte ainsi les protéines virales traduites
et interfére avec leurs fonctions. Certaines cibles d’ISG15 sont cependant des protéines de la
cellule hote. Contrairement a I’ubiquitination, 1’ISGylation n’entraine pas forcément la
dégradation de la protéine. Ainsi, I’ISGylation d’IRF3 augmente sa stabilité¢ et empéche sa
dégradation, potentialisant son activité transcriptionnelle [308, 309]. De fagcon similaire,
I’ISGylation d’un régulateur négatif de la traduction (4EHP) augmente son affinité pour la
coiffe en 5’ des ARN messagers et de ce fait bloque I’initiation de la traduction [310]. En plus
de son activité anti-virale intracellulaire, ISG15 est sécrété par les cellules immunitaires,

menant a la production d’IFN-y par les lymphocytes T et les cellules NK [311]. L’ISGylation
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est un mecanisme anti-viral important induit par les IFN de type | et le répertoire des

nombreuses activités d’ISG15 est encore a définir.

La voie anti-virale OAS (Oligoadenylate Synthetase)/RNAseL est activée suite a la
reconnaissance d’ARN double brin par I’enzyme OAS. Suite a 1’activation par I’ARN viral,
I’enzyme OAS1 s’oligomérise afin de former un tétramere, forme active qui induit la synthése
de 2’,5’-oligoadénylates a partir d’ATP [312]. Ces 2’,5’-oligoadénylates activent ensuite
spécifiqguement la RNAseL, endoribonucléase a 1’état latent dans le cytoplasme, menant a son
homodimérisation. L’enzyme ainsi activée degrade les régions simple brin d’ARN de la
cellule héte ou viraux [313]. Le clivage d’ARN cellulaires provoque une diminution des
syntheses protéiques de la cellule hote. De plus, ’ARN dégradé par la RNAseL peut activer
les PRR cytoplasmiques tels que RIG-I et Mdab, résultant en une amplification de la synthése
d’IFN de type I [314]. Les souris déficientes pour la RNAseL produisent moins d’IFN-B lors

d’une infection virale que les souris sauvages [314].

La protéine PKR est une kinase reconnaissant les ARN double brin. L’interaction
entre I’enzyme et son substrat entraine une autophosphorylation et une dimérisation de la
protéine. Le dimere actif phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction EIF2a
(Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 alpha), provoguant un arrét de la traduction des
ARN messagers viraux et cellulaires. La PKR régule ainsi la réplication virale ainsi que de

nombreuses voies de signalisation cellulaires [312].

Les protéines OAS et PKR étant capables de reconnaitre directement les ARN viraux,
elles sont également considérées comme étant des PRR, capables d’induire I’expression des
IFN de type | (Figure 5) [285, 315]. Le systeme OAS/RNAseL fournit des ligands
supplémentaires aux PRR cytoplasmiques et la PKR participe a la dégradation d’IxB induite
par sa phosphorylation, résultant en 1’activation de NF-xB [316]. Contrairement a 1SG15 et
Mx1, les protéines OAS et PKR sont exprimeées de maniére ubiquitaire a un faible niveau,
particularité reflétant le fait que ces protéines ne sont pas seulement des effecteurs anti-viraux
mais également des détecteurs, capables de déclencher la réponse IFN de type I. Leur

expression est cependant augmentée par la signalisation des IFN de type I.
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Le virus de la rougeole est détecté par les hélicases cytoplasmiques RIG-1 et Mda5
[317, 318]. Cependant, comme de nombreux virus, il a développé des stratégies d’évasion a la
réponse anti-virale IFN de type I induite suite a sa détection [319, 320]. Ainsi, la protéine V
interagit avec Mda5 au niveau de son domaine hélicase, inhibant donc la liaison de Mda5
avec son ligand et la transduction du signal [266, 321]. D’autre part, le virus de la rougeole est
capable d’inhiber la signalisation induite par la liaison des IFN de type I sur leur récepteur. En
effet, les protéines P et V inhibent la phosphorylation de STAT1 et empéchent sa
translocation au noyau, bloguant ainsi 1’expression des ISG [322, 323]. La protéine V est
également capable de se lier a IRF9, affectant la formation du complexe ISGF3 indispensable
a la transcription des ISG [324]. D’autres protéines virales ont un rdle antagoniste envers cette
réponse anti-virale, telles que les protéines C et N impliquées dans le blocage de la
signalisation IFN de type | en s’associant au récepteur IFNAR ou interférant avec la
translocation nucléaire de STAT1 et 2 [325-327].

Contrairement au virus sauvage, les virus atténués de la rougeole sont moins efficaces
pour bloquer la réponse anti-virale IFN de type I. Ceci est principalement d0 a des mutations
survenant dans différentes protéines virales, notamment la protéine V, lors du processus
d’atténuation [141, 328, 329]. De plus, I’infection des cellules par les souches atténuées du
virus de la rougeole entraine la génération d’un plus fort pourcentage de particules défectives
interférentes, pouvant activer la production d’IFN de type I suite a leur détection par RIG-I et
Mda5 [330].

Les IFN de type I et les ISG induits possedent de nombreuses propriétés s’ajoutant a
leur pouvoir anti-viral. En effet, ils provoquent ’arrét du cycle cellulaire, fournissent des
signaux anti-angiogéniques, inhibent la synthése protéique, promeuvent 1’apoptose et activent
le systeme immunitaire [114, 286, 331, 332]. Ces conséquences physiologiques sont
incompatibles avec 1’évolution tumorale et il n’est pas surprenant de trouver de nombreuses
mutations dans les cellules tumorales, les rendant insensibles aux IFN de type | ou incapables
de produire ces cytokines. Il est ainsi reconnu que la diminution de I’expression du géne

codant pour le facteur de transcription IRF7 favorise la dissémination métastatique du cancer
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du sein [333]. De plus, des mutations ou des délétions du facteur STAT1 sont fréquemment
retrouvées dans les cellules tumorales, notamment dans les cellules de mélanome et de
lymphome T cutané [334-336]. L’expression de ce facteur suppresseur de tumeur est abolie
dans les cancers du sein exprimant le récepteur a 1’cestrogene, permettant la tumorigenese
[337]. Une perte homozygote du cluster de genes impliqués dans la réponse IFN de type | sur
le chromosome 9p21 est retrouvée dans certains cancers et est associée a un mauvais
pronostic [338-340]. D’autre part, une des caractéristiques principales des cellules tumorales
réside dans leur synthése protéique incontrolée. L’activation de 1’oncogéne Ras empéche la
phosphorylation de PKR et donc du facteur EIF2a, autorisant une synthése protéique non
maitrisée [114]. Enfin, il a été démontré que 1’absence de la protéine suppresseur de tumeur
p53 dans de nombreux cancers entraine une dérégulation de la méthylation de I’ADN,
favorisant la transcription de régions génomiques répétées et non codantes. L’accumulation
d’ARN dans le cytoplasme, formant des ARN double brin pouvant étre détectés par la PKR
ou le systtme OAS/RNAseL notamment, induit une forte réponse IFN de type | nommée
TRAIN (Transcription of Repeats Activates Interferon), menant a I’apoptose de la cellule. La
perte de la réponse IFN de type | dans ces cellules tumorales p53 mutee leur permettrait ainsi

de tolérer cet événement et d’y survivre [341].

Les défauts de la réponse IFN de type | fréquemment observés dans les cellules
tumorales sont exploités par les virus oncolytiques, naturellement sensibles aux propriétés
anti-virales des IFN de type | ou congus pour y étre sensibles [342]. De tels virus vont ainsi
déclencher la réponse IFN de type | dans les cellules saines, induisant des protéines anti-
virales et des signaux pro-apoptotiques, empéchant le virus de prendre le contrble de la
machinerie cellulaire et de se propager. En revanche, cette défense innée étant compromise
dans les cellules tumorales, ces derniéres représentent une niche favorable a la réplication de

ces virus et a leur propagation.

Il a été démontré que le VSV exploite naturellement les defauts de la réponse IFN de
type I, caractéristiques des cellules tumorales, pour exercer son pouvoir oncolytique [343]. Ce
virus posséde un large tropisme cellulaire, entrant dans la cellule par endocytose, mais sa

réplication est fortement inhibée par les IFN de type | produits par les cellules saines qui
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possedent une réponse anti-virale innée intacte. Le VSV se propage efficacement dans 80%
des lignées tumorales du panel NCI-60 (US National Cancer Institute) et posséde une activité
anti-tumorale dans différents modéles murins immunocompétents [344]. Cependant, les
souches de VSV conservent une neurotoxicité pouvant conduire dans certains cas a la mort
des animaux suite a une encéphalomyélite. Une nouvelle souche a donc été générée
(VSVAST), présentant une mutation de la protéine virale M normalement impliquée dans le
blocage de I’export des ARN messagers du noyau et séquestrant de cette fagon les ARN
messagers codant pour les ISG. Le VSV mutant perd donc cette faculté et induit efficacement
une réponse IFN de type | dans les cellules saines, limitant ainsi sa réplication dans les tissus
sains. L’activité oncolytique envers les cellules tumorales de ce virus est cependant préservée,
81% des lignées testées présentant des défauts dans la réponse IFN de type I. Le VSVAS5I,
bien toléré apres une injection systémique et n’induisant plus de neurotoxicité, a démontré son
pouvoir thérapeutique dans des modéles murins de gliome, de cancer du sein métastatique, de
cancer de la vessie et de myélome multiple [345-348]. Dans le but d’améliorer la spécificité
du VSV envers les cellules tumorales, un VSV recombinant pour I’IFN- a été créé. Ainsi, le
virus se réplique efficacement dans les cellules tumorales insensibles a I’'IFN- produit, tandis
que ce dernier induit un état anti-viral dans les cellules saines, améliorant sa sécurité
d’utilisation en réduisant I’effet cytopathique non voulu sur les tissus sains [349]. Ce virus
VSV-IFN-B a été testé contre différents cancers [350-352].

Les cellules tumorales sont parfois complétement dépourvues d’une réponse anti-
virale fonctionnelle, cependant une inactivation partielle est plus couramment retrouvée,
menant a une efficacité limitée de la virothérapie anti-tumorale. Le VSV présente ainsi une
efficacité oncolytique variable selon 1’état de la réponse IFN de type I dans les cellules
tumorales. Cette hétérogénéité de sensibilité a I’infection par le VSV a été démontrée pour
différents cancers tels que le mélanome, le cancer de la prostate, le cancer du pancréas et le
mésothéliome [353-356]. Il a été décrit qu’une lignée résistante du cancer de la prostate
exprime constitutivement des protéines anti-virales et une protéine PKR phosphorylée [354].
De la méme manicere, les cellules tumorales pancréatiques résistantes a 1’infection expriment
constitutivement les protéines anti-virales Mx1 et OAS, pouvant étre des biomarqueurs
potentiels de la sensibilité a I’infection [355]. Le VSV-IFN-f évalué contre le mésothéliome a
montré une efficacité limitée. En effet, sur 12 lignées testées, 4 sont sensibles a I’infection et a
la lyse induite par le VSV, étant incapables de répondre aux IFN de type I, tandis que les 8

lignées résistantes sont sensibles a I’'IFN-f3 produit lors de la réplication du virus [356].
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Comme mentionné précédemment, I’atténuation du virus de la rougeole le rend
naturellement sensible a la réponse anti-virale IFN de type 1. En plus d’étre attribuée a la
surexpression de leurs récepteurs, la spécificité anti-tumorale des souches atténuées du virus
de la rougeole peut étre due aux défauts de la réponse IFN de type | souvent presents dans les
cellules tumorales. Les cellules saines sont quant a elles protégées grace a I’intégrité de leurs
défenses anti-virales. Toutefois, 1’inactivation de la réponse IFN de type | étant hétérogéne
entre les tumeurs, plusieurs travaux récents ont démontré que cela génere des phénomenes de
résistance a la virothérapie basée sur le MV.

Une étude, menée sur 4 lignées de leucémies a cellules T de 1’adulte (ATL, Adult T
cell Leukemia) et 2 lignées T CD4" en contrdle, a démontré que les IFN de type | sont
associés a une réduction de la sensibilité a I’effet oncolytique du MV sur les lignées d’ATL in
vitro et in vivo [357]. La sécrétion d’IFN- inhibe I’infection par le MV de 2 lignées sur les 6
testées et les lignées sensibles présentent des defauts de production d’IFN de type I et de
réactivité aux IFN de type | exogenes.

Berchtold et ses collaborateurs ont analysé la sensibilité de cellules tumorales de
sarcome a I’infection par la souche Schwarz du MV [358]. Sur les 8 lignées testées, 5 sont
sensibles a I’infection. Les auteurs ont démontré que les 3 lignées résistantes expriment un
plus faible niveau du récepteur au MV CD46 et se sont intéressés a I’analyse de la réponse
IFN de type I. En effet, I’inhibition de la réplication virale dans les lignées résistantes n’est
pas due a une différence d’entrée du virus par rapport aux cellules sensibles mais a une forte
expression, basale et induite par le MV, des détecteurs intracellulaires du virus RIG-I et
Mda5, de I’ISG IFIT1 (Interferon-induced protein with Tetratricopeptide repeats 1) inhibant
la traduction, ainsi qu’a la phosphorylation de STAT1 induite par le MV. On peut noter dans
cette étude certaines exceptions, a savoir une lignée sensible exprimant IFIT1 et 3 lignées
sensibles sécrétant de I’'IFN-B aprés infection par le MV. Le méme groupe a étudié le
phénomene de résistance au MV oncolytique de 5 lignées parmi 54 lignées provenant du
panel NCI-60 [359]. Il a été démontré que I’altération de la réplication virale dans 4 lignées
résistantes sur les 5 est due a la phosphorylation de STATI et a I’expression de I’'ISG IFIT1.
Une seule lignée résistante ne montre aucune réponse IFN de type | induite par le MV,
comme la lignée sensible testée en paralléle.

Enfin, des travaux menés sur 7 lignées de cancer du poumon non a petites cellules ont

mis en évidence une lignée résistante a 1’infection par le MV Edmonston [191]. Les résultats
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suggerent que ’activité anti-virale de la protéine PKR, induisant la phosphorylation du facteur

EIF20, inhibe la réplication du MV dans la lignée résistante en contrélant la traduction.

Le statut de la réponse IFN de type I conditionne donc I’efficacité de différents virus
oncolytiques dont le MV. En effet, la déficience de cette voie de signalisation dans de
nombreuses cellules tumorales permet leur ciblage par les virus oncolytiques, naturellement
sensibles aux effecteurs anti-viraux ou rendus sensibles afin de limiter 1’infection des cellules
saines. Cependant, la réponse IFN de type | persistante dans certaines tumeurs constitue un

obstacle a la virothérapie.

La virothérapie anti-tumorale est une stratégie thérapeutique en plein essor. Parmi
I’arsenal des virus oncolytiques disponibles, le virus atténué de la rougeole MV est un
candidat intéressant. En effet, il posséde de nombreuses caractéristiques requises pour étre un
virus oncolytique idéal [114]. Le MV a la particularité d’infecter préférenticllement les
cellules tumorales, profitant de certaines aberrations apparues au cours du processus de
tumorigenése, notamment la surexpression des récepteurs spécifiques au MV et certains
défauts dans la réponse anti-virale IFN de type | favorisant la réplication du virus. Les tissus
sains sont de ce fait épargnés de I’effet cytotoxique du MV. De plus, le pouvoir réplicatif de
ce virus permet I’amplification, au sein de la tumeur, de la dose thérapeutique administree.

De plus, ce virus peut contenir des transgénes de grande taille tout en gardant sa
stabilité in vitro et in vivo, offrant ainsi de larges possibilités de modifications [214]. C’est
ainsi que de nombreux MV recombinants ont pu étre crées, permettant notamment
I’amélioration de la spécificité envers les cellules tumorales, de I’efficacité lytique et du suivi
de la réplication. Le MV ainsi que des MV recombinants ont prouvé leur pouvoir oncolytique
in vitro et in vivo dans des modeles animaux envers de nombreux types de cancers.

Les souches vaccinales du MV possédent d’autres caractéristiques rendant favorable
leur transfert a la clinique. Elles sont génétiquement stables et aucune réversion vers une
forme pathogéne n’a été rapportée a ce jour [168]. De plus, I’injection de ces souches a des
millions de personnes pendant les campagnes de vaccination a permis de démontrer leur

sécurité d’utilisation, présentant trés peu d’effets indésirables.
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Au regard de ces propriétés intéressantes, le MV et différents variants ont donc été
testés au cours de premiéres phases d’essais cliniques contre différents cancers. Les résultats
obtenus sont trés prometteurs et encouragent la poursuite de leur évaluation clinique.

Bien qu’auparavant uniqguement considérés comme de puissants agents thérapeutiques
permettant de lyser efficacement la tumeur, il est de plus en plus reconnu que de nombreux
virus oncolytiques, tels que le MV, ont aussi la capacité d’activer le systtme immunitaire et
d’entrainer 1’établissement de réponses anti-tumorales spécifiques qui pourraient jouer un role

important dans 1’éradication des tumeurs primaires et des métastases.
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L’hypotheése de D'implication du systtme immunitaire dans le contrdle de la
progression tumorale a été émise au début du 20°™ siécle, en 1909 par Paul Ehrlich, mais n’a
pas pu étre testée expérimentalement. Grace au développement des connaissances en
immunologie, Burnet et Thomas proposent en 1950 le concept d’immunosurveillance des
cancers, suggérant que les lymphocytes sont responsables de I’¢limination des cellules
transformées apparaissant dans notre organisme [360, 361]. Cependant, les résultats obtenus
chez les souris immunodéficientes nude n’ont pas apporté de preuve convaincante [362, 363].
Ceci a pu s’expliquer plus tard par I’immunodéficience imparfaite des souris nude, préservant
une immunité fonctionnelle résiduelle, suffisante pour empécher la survenue de cancer grace a
quelques lymphocytes T et des cellules NK [364, 365]. C’est a partir des années 1990 que le
concept d’immunosurveillance des cancers est a nouveau étudié, grace a des modéles de
souris génétiguement modifiées. En 2001, le travail de Shankaran et ses collegues apporte
définitivement la preuve de I’implication des lymphocytes cytotoxiques et de I’'I[FN-y dans
I’'immunosurveillance des cancers [366]. L utilisation de souris déficientes pour le géne RAG-
2 (Recombinase Activating Gene-2), provoquant une perte des lymphocytes T, B et des
cellules NKT (Natural Killer T cells), ou déficientes pour la réponse a I’IFN-y (perte des
génes impliqués dans la signalisation de I’IFN-y), a permis de mettre en évidence la fonction
des lymphocytes et de I'I[FN-y dans le controle des tumeurs chimiquement induites ou
spontanées.

L’existence d’'un mécanisme d’immunosurveillance chez ’homme a été observée chez
des individus présentant une immunodéficience congénitale ou acquise et chez les patients
transplantés sous traitement immunosuppresseur, pour lesquels I’incidence des cancers est
plus élevée que pour les sujets immunocompeétents [367]. De plus, des réponses immunitaires
spontanées, cellulaires et humorales, ont été détectées chez des patients ayant un cancer [368-
370].

Malgré ces différentes preuves soutenant le concept d’immunosurveillance des

cancers, le développement des tumeurs n’est pas contrdlé efficacement chez les individus
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immunocompétents, suggérant une interaction complexe entre la tumeur et le systeme

immunitaire.

Grace a des approches de transplantation tumorale, I’influence du systéme immunitaire
sur I’immunogénicit¢ des tumeurs induites par 1’agent chimique carcinogéne MCA
(Méthylcholanthrene) a été évaluée [366]. Dans cette étude, des cellules tumorales de sarcome
induit par le MCA chez des souris immunocompétentes ou des souris immunodéficientes
RAG-2" induisent le développement de tumeurs chez les souris RAG-2"" aprés injection
sous-cutanée. Ces mémes lignées ont été injectées a des souris immunocompétentes naives.
Tandis que les tumeurs obtenues chez des souris RAG-2"" sont rejetées dans 40% des souris
immunocompétentes, celles obtenues chez les souris immunocompétentes induisent une
tumeur chez tous les animaux. Les tumeurs gardent ainsi une empreinte de I’environnement
immunologique dans lequel elles se sont développées. Ces résultats démontrent que les
tumeurs ayant progressé malgré un systeme immunitaire intact deviennent moins
immunogenes. C’est ainsi que le phénomene de cancer immunoediting a été mis en évidence
en 2004 par Dunn et ses collegues, précisant I’interaction complexe entre le systéme
immunitaire et la tumeur [368]. En éliminant les cellules tumorales apparaissant dans
I’organisme, le systéme immunitaire sélectionne paradoxalement des variants tumoraux peu

immunogenes, favorisant le développement subséquent de la tumeur.

Cette premiére phase du cancer immunoediting est la phase d’élimination,
correspondant a ’immunosurveillance. Au cours de cette phase, différents acteurs du systeme
immunitaire participent a 1’¢limination des cellules tumorales (Figure 7). L’environnement
inflammatoire généré par 1’apparition des cellules transformées recrute des cellules de
I’immunité innée telles que les lymphocytes T vd, les cellules NKT, NK et les macrophages.
Les cellules tumorales mourantes permettent 1’activation de I’immunité adaptative, entrainant
des réponses lymphocytaires T CD4" et CD8" spécifiques d’antigénes tumoraux. Au cours de
cette phase, des IFN de type I sont produits ainsi que de I'I[FN-y en grande quantité,

intervenant dans I’immunosurveillance en agissant sur des populations cellulaires différentes.
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L’IFN-y sécrété dans 1’environnement tumoral recrute et active des cellules immunitaires
telles que les macrophages. De plus, ’'IFN-y a la propriété d’augmenter I’immunogénicité des
cellules tumorales en favorisant I’expression des composants intervenant dans la présentation
des antigénes sur le CMH | (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe 1), reconnus par
les lymphocytes T CD8" cytotoxiques [368]. Les IFN de type | sont notamment capables
d’activer les cellules dendritiques, d’augmenter 1’efficacité lytique des macrophages et des
cellules NK et d’induire la production d’IL-15, augmentant le priming et la survie des
lymphocytes T [371, 372]. Le systeme immunitaire et les cytokines produites ont donc la
capacité de protéger 1’organisme de 1’apparition d’une tumeur mais dans la plupart des cas,

des cellules tumorales persistent et évoluent au cours de la phase d’équilibre.
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Figure 7 : Le cancer immunoediting

Le processus de cancer immunoediting se décompose en 3 phases : élimination, équilibre et échappement. Au
cours de la phase d’élimination, des réponses immunitaire innées et adaptatives se mettent en place afin
d’éliminer les cellules tumorales apparues dans 1’organisme. La suppression compléte des cellules tumorales est
rare et un état d’équilibre s’établit entre le systéme immunitaire et les cellules tumorales restantes. La pression de
sélection exercée par les cellules immunitaires va favoriser I’apparition de nouveaux variants tumoraux, moins
immunogenes et mettant en place de nombreuses stratégies d’évasion au systéme immunitaire. La phase
d’échappement correspond a la croissance des cellules tumorales résistantes dans un environnement rendu
immunosuppresseur par divers mécanismes, menant a la détection clinique de la tumeur.

Tiré de : Dunn et al. Interferons, immunity and cancer immunoediting. Nat Rev Immunol, 2006. [371]
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Le systeme immunitaire et les cellules tumorales ayant survécu a la phase
d’élimination entrent dans une phase d’équilibre dynamique, au cours de laquelle les cellules
immunitaires exercent une pression de sélection puissante et incessante, maitrisant le
développement tumoral, mais insuffisante pour éliminer la tumeur. Les cellules tumorales
subissent alors une sélection Darwinienne : les variants tumoraux originaux sont détruits et
différentes mutations entrainent I’émergence de nouveaux variants, moins immunogenes et
résistants a 1’attaque du systéme immunitaire (Figure 7). Au cours de cette phase, la plus
longue du cancer immunoediting, le systtme immunitaire sculpte donc I’immunogénicité de

la tumeur et favorise la croissance des nouveaux variants au cours de la 3°™ phase.

Les variants sélectionnés au cours de la phase d’équilibre sont capables de croitre dans
un environnement immunologique intact. De nombreuses stratégies d’évasion Vis-a-vis du
systeme immunitaire sont mises en place par les cellules tumorales, grace a des mutations
génétiques et épigenétiques [368, 373]. Certaines modifications empéchent la détection des
cellules tumorales par le systeme immunitaire, telles que la perte d’expression de la molécule
CMH |, affectant la reconnaissance par les lymphocytes T cytotoxiques CD8", la perte
d’expression ou 1’expression d’une forme soluble des protéines MIC (MHC-class-I-
polypeptide-related sequence), ligands du récepteur des cellules NK empéchant donc 1’action
de ces cellules [374, 375]. Les cellules tumorales résistent a 1’élimination par le systéme
immunitaire, notamment en perdant la sensibilité aux IFN de type I et a I’'IFN-y et en
compromettant la fonction de lyse des lymphocytes T cytotoxiques, grace a la perte
d’expression des récepteurs de mort Fas et TRAIL-R (TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand Receptor) ou a la surexpression d’une Sérine protéase inactivant la molécule pro-
apoptotique granzyme B [373, 376]. D’autre part, les cellules tumorales interferent avec le
développement d’une réponse immunitaire efficace en générant un environnement
immunosuppresseur via la production des cytokines TGF-$ et IL-10 et de I’enzyme 1DO
(Indoleamine 2,3-dioxygenase), inhibant I’activation et la prolifération de nombreuses cellules
immunitaires (apparition de cellules T régulatrices, inhibition de la prolifération des
lymphocytes T notamment) [373, 377] (Figure 7). De plus, les cellules tumorales expriment
PD-L1 (Programmed cell Death Ligand 1), se liant a son récepteur PD-1 (Programmed cell

Death 1) exprimé par les lymphocytes T anti-tumoraux activés pour entrainer I’inhibition de
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leur activité cytotoxique [378]. L’ensemble de ces mécanismes, ainsi que beaucoup d’autres
non décrits ici, participent a 1’échappement de la tumeur au systéme immunitaire, permettant

sa croissance jusqu’a sa détection clinique [379].

En 2000, Hanahan et Weinberg ont proposé une classification de 6 modifications
caractéristiques que doivent acquérir les cellules pour leur transformation tumorale [380].
L’instabilité génétique génere de nombreuses mutations impliquées dans la tumorigenese et il
est reconnu que I’inflammation chronique promeut le développement tumoral. Les cellules
tumorales deviennent indépendantes vis-a-vis des signaux de croissance, resistantes aux
inhibiteurs de croissance, a 1’apoptose, et également capables de proliférer indéfiniment, de
stimuler I’angiogenése et d’envahir les tissus pour former des métastases [379]. Suite aux
nombreux travaux sur le cancer immunoediting, il est apparu que les cellules tumorales sont
capables de s’adapter a la pression de sélection exercée par le systtme immunitaire, en
devenant moins immunogénes et en inactivant les réponses immunitaires. La capacité
d’échappement a D’élimination par le systtme immunitaire est ainsi devenue la 7°™
caractéristique des cellules tumorales [381]. Au cours de cette récente réactualisation, une
8™ caractéristique a également été ajoutée, correspondant & la reprogrammation du
métabolisme énergétique [381].

La meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués
dans les trois phases de I’immunoediting permet le développement de nouvelles approches
immunothérapeutiques et 1’amélioration de celles existantes. Ainsi, il est intéressant
d’identifier les acteurs immunitaires intervenant efficacement dans la phase d’élimination
pour potentialiser 1’effet anti-tumoral. De plus, I’étude de la phase d’équilibre permet de
définir les cibles moléculaires participant a la modification de I’immunogénicité. Enfin, en
¢lucidant les mécanismes impliqués dans I’échappement des cellules tumorales a la détection

et a 1’élimination par le systéme immunitaire, il est possible de développer des outils

permettant de démasquer les cellules tumorales et de briser la tolérance immunitaire.
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Depuis plusieurs décennies, de nombreuses immunothérapies ont été développées,
ayant pour objectif d’initier une réponse immunitaire anti-tumorale efficace ou de réactiver
celle existante, notamment en inhibant les mécanismes immunosuppresseurs mis en place par
la tumeur [382]. Parmi le large éventail des immunothérapies disponibles, plusieurs prennent

en compte 1’importance de la réponse lymphocytaire T CD8" dans 1’élimination de la tumeur.

Plusieurs études ont mis en évidence que la présence de lymphocytes infiltrant la
tumeur (TIL, Tumor-Infiltrating Lymphocytes) correle avec une meilleure survie des patients
[368]. Cette corrélation a été observée dans différents types de cancers, tels que le mélanome,
le cancer du rein, de 1’ovaire, du sein et du célon [383-387]. Parmi les TIL, les lymphocytes T
CD8" cytotoxiques sont le plus souvent associés a un pronostic favorable, cependant une
¢tude récente a montré que ’analyse des ratios entre les différentes populations de TIL est
plus informative [388]. Il a notamment été décrit que le ratio élevé entre les lymphocytes T
CD8" et les lymphocytes T régulateurs est de bon pronostic dans le cancer de 1’ovaire [389]. Il
a également été suggéré que le type, la densité et la localisation des cellules immunitaires
dans la tumeur sont de meilleurs facteurs prédictifs de la survie des patients atteints de cancer
colorectal, par rapport a I’analyse histopathologique couramment effectuée [387]. Ces
observations suggérent que les lymphocytes T CD8" cytotoxiques jouent un role majeur dans
la réponse immunitaire anti-tumorale. lls ont la capacité de reconnaitre des antigénes de
tumeur (répertoriés pour la plupart dans la base de données http://www.cancerimmunity.org) a

la surface des cellules tumorales et d’entrainer leur lyse.

Partant de ce constat, des stratégies d’immunothérapies se sont développées, visant a
utiliser ces cellules ou a les induire afin de cibler et détruire les tumeurs [390]. Une stratégie
majeure d’immunothérapie passive développée est le transfert adoptif de lymphocytes T,
consistant a injecter aux patients des lymphocytes T cytotoxiques autologues spécifiques
d’antigénes tumoraux qui ont été purifiés, sélectionnés et amplifies ex vivo a partir de TIL ou

de lymphocytes circulants. Ces lymphocytes T anti-tumoraux sont réinjectés aux patients
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apres une immunodéplétion effectuée par un traitement chimiothérapeutique, seul ou associé a
une tres forte irradiation. Ce traitement de transfert adoptif chez les patients immunodéplétés,
combiné a une injection d’IL-2, prolonge la survie des patients atteints de mélanome
métastatique ou d’autres tumeurs [391, 392]. De nombreux essais cliniques sont en cours dans
différents cancers [393]. Les résultats sont encourageants mais cette procédure reste lourde et
se heurte a certains critéres limitants pour 1’obtention d’une efficacité thérapeutique, tels que
I’¢tat de différenciation des lymphocytes injectés, leur migration et I’activité cytotoxique
envers les cellules tumorales. De plus, un des défis réside dans 1’identification des antigénes
tumoraux spécifiques de chaque patient permettant de proposer un traitement personnalisé
efficace [392].

Des stratégies d’immunothérapie active, reposant sur la vaccination anti-tumorale
grace aux cellules dendritiques (DC), ont été largement développées ces derniéres décennies
[390]. Les DC, jouant un réle central dans 1’établissement de réponses immunitaires anti-
tumorales comme il en sera discuté plus loin, ont été utilisées afin de générer des réponses
lymphocytaires T spécifiques d’antigénes de tumeur in vivo. Ainsi, des antigenes de tumeur
sont délivrés aux DC ex vivo sous différentes formes (protéines, peptides, ARN, lysats
cellulaires) et les DC chargées sont réinjectées aux patients dans le but d’induire une réponse
immunitaire spécifique de la tumeur, capable de la détruire, et de générer une mémoire
immunitaire a long terme empéchant les récidives éventuelles [394]. L’efficacité de cette
stratégie, évaluée dans différents cancers, dépend de nombreux parameétres tels que la
préparation des DC, leur mode de chargement et la nature des antigénes tumoraux, leur état
d’activation, leur mode d’injection, ainsi que la composition de 1I’environnement tumoral
[395]. Bien qu’une meilleure compréhension de la biologie des DC ait permis 1’amélioration
de cette stratégie, des études sont a poursuivre afin de révéler le réel impact thérapeutique des
DC générées ex vivo. Deux essais de phase III sont en cours, évaluant 1’effet de la vaccination
avec les DC autologues en combinaison avec un traitement chimiothérapeutique [396].

Les résultats cliniques obtenus avec les approches immunothérapeutiques développees
intensivement ces derniéres années, visant a injecter des lymphocytes T ou des DC manipulés
ex vivo, ne sont pas a la hauteur de I’espoir généré initialement. De nombreux parametres sont
a prendre en considération et limitent 1’efficacité thérapeutique. Il apparait preférable de
développer des stratégies thérapeutiques ayant la capacité d’activer directement in vivo le
systéeme immunitaire. Ainsi, il a ét¢ montré qu’une réponse immunitaire anti-tumorale peut
étre générée par des thérapies telles que certaines chimiothérapies et la virothérapie,

intervenant de maniére favorable dans le résultat clinique observé.
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Auparavant considérés comme étant simplement de puissants agents destructeurs des
cellules tumorales, les virus oncolytiques ont prouvé leur capacité a générer une réponse
immunitaire anti-tumorale, devenant de nouveaux agents immunothérapeutiques [397-399].
De nombreuses preuves se sont accumulées a I’issue d’études pré-cliniques avec différents
virus oncolytiques [400]. Il a notamment été démontré que 1’inoculation intra-tumorale du
HSV dans des tumeurs colorectales, de mélanome ou de neuroblastome chez la souris entraine
la régression des tumeurs injectées et également des tumeurs contra-latérales non injectées,
grace a la génération de lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques d’antigénes tumoraux
[401, 402]. Cette réponse immunitaire anti-tumorale systémique assure une protection a long
terme et n’est pas mise en place chez les souris nude. L’efficacité thérapeutique du réovirus et
du NDV envers des tumeurs résistantes a 1’infection in vitro et in vivo apporte également une
preuve de 1’engagement du systéme immunitaire [403, 404]. Enfin, les lymphocytes T CD8"
cytotoxiques jouent un réle crucial dans le traitement par le VSV [405].

Ces nombreuses données expérimentales ont démontré que de nombreux virus
oncolytiques sont capables de briser la tolérance immunitaire de la tumeur, pouvant ainsi
bénéficier de la participation d’une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique pour assurer
une efficacité thérapeutique. Cet effet immunothérapeutique, étudié in vitro avec des cellules
humaines, est désormais évalué dans les essais cliniques, grace a la mesure de réponses
immunitaires contre des antigenes tumoraux, comme cela a été décrit dans le paragraphe 111
de la partie 11. 1l est également important de rappeler que des virus oncolytiques recombinants
pour des protéines immunostimulatrices sont générés afin d’améliorer leur potentiel

immunostimulateur (dans la partie Il, voir le paragraphe 11.C.3.c) et le paragraphe I11) [406].

Il ressort de I’étude des interactions entre le systtme immunitaire et la tumeur une
importante complexité. Les recherches se sont intéressees au développement
d’immunothérapies ayant pour but de rediriger le systtme immunitaire contre la tumeur et de
contrer les mécanismes d’échappement mis en place. Les virus oncolytiques sont considerés
aujourd’hui comme des agents immunothérapeutiques et il est important de comprendre leurs
effets sur différents acteurs du systeme immunitaire impliqués dans 1’établissement de
réponses anti-tumorales. Certains mécanismes vont étre décrits ci-aprés en prenant comme

exemple le virus oncolytique de la rougeole.
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Les cellules dendritiques (DC) ont été découvertes par Ralph Steinman en 1973, a qui
le prix Nobel de médecine a été décerné en 2011 [407-409]. Ces cellules sont présentes dans
tous les tissus sous forme immature et exercent un role de sentinelles. Elles constituent un lien
entre I’immunité innée et adaptative et sont chargées de maintenir la tolérance ou d’activer
une réponse immunitaire. Les DC sont considérées comme étant des cellules présentatrices
d’antigénes professionnelles, capables d’activer des lymphocytes T naifs n’ayant jamais
rencontré I’antigéne. L’antigéne est présenté au TCR (T Cell Receptor) des lymphocytes T
sous forme d’un complexe peptide-CMH dans les organes lymphoides. A 1’état immature, les
DC possedent des propriétés de phagocytose importantes et présentent des antigenes du soi,
ayant pour conséquence la délétion ou I’anergie des lymphocytes T réactifs ainsi que la
différenciation en lymphocytes T régulateurs. En absence de danger, les DC immatures
induisent ainsi une tolérance périphérique [410-412]. Ces cellules sentinelles sont capables de
détecter toute situation de danger en périphérie, notamment 1’invasion par des pathogénes,
grace a des récepteurs spécifiques PRR. Aprés capture de I’antigéne en périphérie et
intégration du signal de danger, les DC matures vont induire dans les organes lymphoides
secondaires la différenciation des lymphocytes T naifs spécifiques de I’antigene en cellules
effectrices, grace a la présentation efficace de 1’antigéne associee a une co-stimulation. Les
propriétés fonctionnelles des DC dépendent donc de leur état de maturation, déterminé par

I’environnement dans lequel elles ont acquis I’antigéne [413, 414].

L’organisme a évolué pour étre capable de détecter des motifs moléculaires conservés
entre les pathogénes, les PAMP, grace a des récepteurs spécifiques PRR exprimés par les DC.
On distingue les PRR d’endocytose des PRR de signalisation. Parmi ces derniers, certains

récepteurs sont cytoplasmiques et d’autres membranaires.
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Les RLR RIG-I et Mda5 sont des récepteurs cytoplasmiques impliqués dans la

reconnaissance d’ARN viraux. Ils ont été décrits dans la partie 11, paragraphe 1V.A.1.

Les protéines NOD1 et NOD2 (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) de la
famille des NLR (NOD-Like Receptor) interviennent dans la reconnaissance de motifs dérivés
du peptidoglycane bactérien [415]. La protéine NALP3 (NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3) détecte différents motifs microbiens et conduit & la formation de
I’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), responsable
de la libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1pB et IL-18 suite a 1’activation de la

caspase 1 [415].

Différents senseurs cytoplasmiques d’ADN ont été identifiés comme IFI16 (IFN
Inducible protein 16), AIM2 (Absent in melanoma 2) et DAI (DNA-dependent Activator of
IRF), appartenant a la famille des récepteurs ALR (AIM2-Like Receptor) [285, 416-418]. Le
signal déclenché par I’activation de ces récepteurs est transduit par la protéine STING
(Stimulator of IFN Genes) située dans la membrane du réticulum endoplasmique, menant a la
sécrétion d’IFN de type I [419, 420]. La protéine AIM2 intervient dans la formation d’un
inflammasome suite a la reconnaissance de virus & ADN et de bactéries intracellulaires,
entrainant la libération d’IL-1B et d’IL-18 [421]. Plus récemment, il a été démontré que
I’ADN cytoplasmique peut étre détecté par ’enzyme cGas (cyclic GMP-AMP (cGAMP)
synthase) [422]. cGas synthétise un dinucléotide cycligue cGAMP qui agit en temps que
second messager pour activer STING et induire la production d’IFN de type I [423].

Les TLR sont des récepteurs transmembranaires impliqués dans la reconnaissance
spécifique de différents PAMP. Leur domaine extracellulaire, comprenant des motifs riches
en leucine, intervient dans la reconnaissance du pathogéne tandis que le domaine

intracellulaire TIR (Toll-IL-1 Receptor) permet la transduction du signal [424]. Chez
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I’homme, on compte 10 TLR capables de reconnaitre des PAMP de différentes natures, tels
que des lipides, des lipoprotéines, des protéines et des acides nucléiques provenant de
microbes variés (bactéries, virus, parasites et champignons) [425]. Les TLR se trouvent dans
des compartiments cellulaires différents selon le PAMP reconnu. Ainsi, certains TLR sont
ancres dans la membrane cytoplasmique et reconnaissent principalement des composants de
surface des micro-organismes, tandis que d’autres TLR, impliqués dans la reconnaissance des

acides nucléiques microbiens, sont exprimés dans le compartiment endolysosomal [424].

Parmi les TLR de surface se trouve le TLR4 qui, complexé a la protéine MD2, se lie
au LPS (Lipopolysaccharide) composant la paroi des bactéries Gram négatif. D’autres
protéines accessoires sont recrutées dans ce complexe et interviennent dans la liaison au LPS :
les proteines LBP (LPS-Binding Protein) et CD14 [426].

Le TLR2 reconnait de nombreux PAMP, notamment des lipoprotéines de bactéries,
I’acide lipotéichoique et le peptidoglycane des bactéries Gram positif, le zymosan des
champignons ou encore I’hémagglutinine du virus de la rougeole [425]. Le TLR2 forme
généralement des hétérodimeéres avec le TLR1 ou le TLR6, dont la structure permet de
discriminer différentes lipoprotéines bactériennes [427, 428].

Le TLR5 intervient dans la détection de la flagelline des bactéries a flagelles [425].

Les TLR intracellulaires sont retenus au niveau du réticulum endoplasmique et
rejoignent les membranes des vésicules intracellulaires telles que les endosomes, les
lysosomes ou les endolysosomes suite a une stimulation, afin de détecter les acides nucléiques
microbiens [429]. Le TLR3 se lie a I’ARN double brin et forme un homodimére stable pour
induire une signalisation efficace. Les ARN double brin détectés proviennent du genome de
certains virus comme le réovirus, d’intermédiaires réplicatifs de virus @ ARN ou encore
d’ARN interférents [425]. Le TLR3 peut également détecter le poly(l:C), un analogue
synthétique d’ARN double brin mimant une infection virale [424].

Les TLR7 et 8 sont impliqués dans la reconnaissance des ARN simple brin viraux
(virus HIV, virus Influenza A, VSV...) [424, 430, 431]. De nombreux virus entrent dans la
cellule par la voie endosomale et I’acidification dans les phagolysosomes permet la

dégradation des particules virales, rendant accessible 1’acide nucléique aux TLR7 et 8. Ce
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méme processus intervient lors de la phagocytose de cellules infectées. Le TLR7 peut étre
activé par I’imiquimod (R837) et le resiquimod (R848), dérivés d’imidazoquinolines, tandis
que le TLRS8 n’est sensible qu’au R848.

Le TLRO reconnait les motifs CpG non méthylés (2’-deoxyribo-Cytidine-Phosphate-
Guanosine) présents dans le génome de nombreuses bactéries et virus, tels que le HSV-1 et -2
[432, 433]. L’activation du TLR9 peut également étre obtenue grace a des oligonucléotides
synthétiques contenant des motifs CpG, appelés CpG ODN (OligoDeoxyNucleotide) [434].
De méme que le TLR7, le TLR9 requiert 1’acidification des endolysosomes pour accéder a

’acide nucléique.

Aprés leur activation, les TLR peuvent réguler deux voies de signalisation distinctes
selon la protéine adaptatrice recrutée [435, 436] (Figure 8). Ainsi on distingue la voie
dépendante de I’adaptateur MyD88 (Myeloid Differentiation primary response gene 88),
activée par tous les TLR excepté le TLR3. Le recrutement de MyD88 au niveau du domaine
TIR du TLR induit une cascade de signalisation aboutissant a ’activation du facteur de
transcription NF-kB et des MAPK p38 et Jnk (c-Jun N-terminal kinase) activant les facteurs
de transcription CREB (CAMP response element-binding protein) et AP1 (Activating Protein
1). L’activation de cette voie de signalisation a pour conséquence la synthése de cytokines
pro-inflammatoires telles que I’IL-6 et I’'TL-12 [424]. 1l a été montré, grace a 1’étude des
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), que MyD88 est également impliqué dans la
signalisation des TLR7, 8 et 9 pour induire la production d’IFN de type 1. Suite a I’activation
de ces TLR, le facteur de transcription IRF7, qui est exprimé de maniere constitutive dans ces
cellules, est recruté par MyD88 et un complexe multiprotéique se forme pour induire la
phosphorylation d’IRF7 [437, 438]. Le facteur de transcription IRF7 ainsi activé transloque
dans le noyau et induit la synthese de grandes quantités d’IFN de type 1.

La proteine adaptatrice TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing
interferon-P) est utilisée par le TLR3 et le TLR4 [439, 440]. La voie de signalisation de TRIF
culmine en I’activation concomitante des facteurs de transcription NF-kB et IRF3. Tandis que
NF-xB induit la production de cytokines pro-inflammatoires, IRF3 entraine la synthese
d’IFN-B.
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Figure 8 : Voies de signalisation des TLR

Les TLR sont des récepteurs impliqués dans la reconnaissance spécifique de motifs microbiens, les PAMP.
Situés au niveau de la membrane plasmique, les TLR1, 2, 4, 5 et 6 reconnaissent des composants protéiques et
lipidiques des microbes, principalement des bactéries. Les TLR intracellulaires sont insérés dans la membrane
des vésicules endosomales et sont impliqués dans la détection d’acides nucléiques, principalement d’origine
virale. Deux voies de signalisation distinctes sont activées par les TLR : la voie dépendante de la protéine
adaptatrice MyD88, menant a la synthése de cytokines pro-inflammatoires grace aux facteurs de transcription
NF-xB, CREB et AP1, et la voie dépendante de TRIF conduisant a la synthése d’IFN de type I suite a
I’activation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7. Les TLR11 et 13 apparaissant sur cette figure sont des
TLR murins qui n’ont pas été abordés ici.

Tiré de: O'Neill et al. The history of Toll-like receptors - redefining innate immunity. Nat Rev Immunol,
2013.[436]
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Les DC ont la capacit¢ d’orchestrer la réponse immunitaire effectrice suite a la
reconnaissance des pathogénes ou autres signaux de danger. Il est établi qu’il existe
différentes populations de DC se distinguant par leur phénotype, leur localisation et leur
fonction [441]. Les DC murines ont été largement étudiées mais les travaux menés sur les
populations de DC humaines, notamment de récentes études genomiques et fonctionnelles,

ont permis de révéler des équivalences entre les DC murines et humaines [442, 443].

Les populations de DC humaines peuvent se différencier selon 1’expression de
marqueurs phénotypiques particuliers [444]. Ainsi, on distingue les DC du sang parmi la
population des cellules exprimant le CMH Il et n’exprimant pas les différents marqueurs
d’autres lignages tels que le CD3 (lymphocytes T), CD19/20 (lymphocytes B), CD14
(monocytes), CD56 (cellules NK) et glycophorine-A (globules rouges). Elles peuvent étre
divisées en 2 groupes : les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) CD11c/CD123"%",
exprimant les marqueurs BDCA-2 (Blood Dendritic Cell Antigen-2) et BDCA-4, et les
cellules dendritiques myéloides (mDC) CD11c¢*/CD123™ [445]. La population des mDC peut
étre subdivisée en 2 sous-populations : les DC CD1c” (BDCA-1") et les DC CD141" (BDCA-
3%) [446]. La fréquence de ces DC dans le sang est faible, les pDC et les DC CDic’
représentant 0,3% des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) et les DC CD141"
seulement 0,04% [447]. Ces DC du sang sont également retrouvées dans les organes
lymphoides et constituent les DC résidentes [448, 449]. Différentes populations de DC ont
d’autre part été décrites dans la peau : les cellules de Langerhans dans 1’épiderme, ainsi que
les DC CD1a" et les DC CD14" dans le derme [450, 451]. Les DC retrouvées dans les tissus
ont la capacité de migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques drainants afin d’assurer leurs
fonctions et sont appelées DC migratoires [449]. Enfin, I’équivalent murin des DC
inflammatoires vient d’étre caractérisé chez I’homme, dérivant de monocytes sur le site
inflammatoire [452]. Des études transcriptomiques ont pu en effet déterminer que ces cellules
présentent une signature génique plus proche des monocytes que des DC. Cependant, il reste a
déterminer si ces cellules dérivent de monocytes CD14" ou CD16" [453]. La caractérisation
des DC par I’analyse phénotypique peut cependant s’avérer insuffisante, certains marqueurs
pouvant évoluer pendant la maturation par exemple, menant a de mauvaises interprétations

[444]. 11 a récemment été proposé que la combinaison du phénotypage avec 1’analyse de
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I’expression de génes caractéristiques et certains tests fonctionnels permettrait de confirmer
de manicére plus robuste 1’identité des DC [454].

Alors que I’ontogenéese des DC a été décrite chez la souris, la compréhension de
I’origine de ces cellules chez I’homme a été un challenge [455]. Récemment, le processus
d’hématopoic¢se des DC du sang a éte clarifié et différents progéniteurs et précurseurs ont été
identifiés [456-458] (Figure 9). A partir des cellules souches hématopoiétiques dans la moelle
osseuse, des progéniteurs communs GMDP (Granulocyte Monocyte DC Progenitor) sont a
I’origine des granulocytes et des progéniteurs MDP (Monocyte DC Progenitor). Les MDP
entrainent la formation de monocytes et des progéniteurs communs de DC CDP (Common
DC Progenitor). Ces progeéniteurs résident dans la moelle osseuse et le cordon ombilical et
donnent naissance aux pDC et a des précurseurs de DC conventionnelles (myéloides) pré-
cDC circulants. Ces précurseurs, présents dans la moelle osseuse, le sang et les amygdales,
sont a 1’origine des deux populations distinctes de DC myéloides BDCA-1" (CD1c") et
BDCA-3" (CD141%).
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Figure 9 : Origine des DC du sang chez ’homme

L’hématopoiése des DC chez I’homme s’initie dans la moelle osseuse a partir des cellules souches
hématopoiétiques générant des GMDP (Granulocyte Monocyte DC Progenitor), se développant en granulocytes
ou MDP (Monocytes DC Progenitor). Les MDP donnent naissance aux monocytes et aux CDP (Common DC
Progenitor), initiant la formation des pDC et des précurseurs des DC conventionnelles (myéloides) pré-cDC. Ces
précurseurs circulants sont a ’origine de la différenciation en DC BDCA-3" (CD141") et en DC BDCA-1"
(CD1c%).

Tiré de : Breton et al. Defining human dendritic cell progenitors by multiparametric flow cytometry. Nat Protoc,
2015. [458]

70



Les DC du sang sont caractérisées par leur profil d’expression des récepteurs TLR,
contribuant a leur spécialisation fonctionnelle. Le répertoire TLR des différentes populations
a été caractérisé principalement grace a des analyses par PCR quantitative et des tests de
réactivité a différents agonistes [459, 460]. Ainsi, les DC CD1c" expriment les TLR1, 2, 4, 5,
6, 8 et plus faiblement les TLR3 et 10 [444, 459]. Les DC CD141" sont caractérisées par leur
forte expression du TLR3, et expriment les TLR1, 2, 6, 8 et 10 [459, 461]. Contrairement aux
DC myéloides, les pDC possedent un répertoire de TLR plus restreint, étant les seules DC a
exprimer fortement les TLR7 et 9 [448, 460]. Une expression des TLR1, 6, 8 et 10 a
également été rapportée [459]. L’expression restreinte du TLR7 par les pDC est cependant
controversée, différentes études montrant qu’il est faiblement exprimé par les DC myéloides
et plus particuliérement par les DC CD1c" [459, 462, 463]. Cette expression différentielle des
TLR permet aux DC d’étre complémentaires pour les réponses aux différents pathogeénes, les

pDC étant par exemple spécialisées dans la réponse anti-virale [464].

L’engagement des TLR entraine la sécrétion de cytokines spécifiques par les
différentes populations de DC. Cependant, le profil cytokinique dépend du stimulus utilisé
pour un type de DC donné [459]. Les DC CD1c" sécrétent de I’'TL-10/p, de I’IL-6, de 1’TL-8 et
du TNF-a suite a la stimulation de leurs différents TLR [459]. Ces DC sont également
caractérisées par leur importante sécrétion d’IL-12p70 en réponse a une stimulation des
TLR3, 4 et 8 [459, 465]. Il a été rapporté que les DC CD141" sécrétent d’importantes
quantités d’IFN de type | et de chimiokine CXCL10 (C-X-C motif Chemokine Ligand 10)
suite a ’activation du TLR3, ainsi que de I’IL-6, de I’IL-8 et du TNF-a [461, 466]. De plus,
les DC CD141" se caractérisent par leur capacité de sécrétion d’IFN de type Il en réponse a
I’engagement du TLR3 par un ligand synthétique ou par le virus de I’hépatite C [467, 468].
Les pDC sont quant a elles reconnues comme étant spécialisées dans la production
d’importantes quantités d’IFN de type I en réponse aux virus, suite a 1’activation des TLR7 et
9 [469]. Une dichotomie fonctionnelle a été mise en évidence pour les pDC selon les ligands
utilises. Il a ainsi été démontré que lorsque les ligands des TLR7 et 9 (virus HIV et CpG-A
respectivement) sont retenus de fagon stable dans les endosomes précoces, cela permet une

synthése de grandes quantités d’IFN-a grace au facteur de transcription IRF7. En revanche,

71



les ligands R848 (pour le TLR7) et CpG-B (pour le TLR9) transitent rapidement vers les
endosomes tardifs et favorisent 1’activation de la voie NF-kB, menant a la synthése de
cytokines pro-inflammatoires, telles que I'IL-6, I’IL-8 et le TNF-a, et a une maturation

compléte des pDC impliquée dans 1’activation des lymphocytes T spécifiques [470-472].

Les différentes populations de DC du sang occupent une place importante dans
I’établissement des réponses immunitaires. Ainsi, grace a leurs profils d’expression des TLR
et de cytokines distincts, les DC interviennent de fagon spécifique dans la réponse
immunitaire. De nombreuses études realisées ces derniéres années ont notamment évalué la
capacité des différentes populations de DC & activer les lymphocytes T CD8" grace a la
présentation croisée des antigenes internalisés sur le CMH | [473]. Un intérét particulier a été
porté sur les DC CD141" qui expriment le récepteur membranaire de type lectin-C Clec9A
ainsi que le récepteur a chimiokine XCR1, et qui correspondent aux homologues des cellules
CDS8a" murines spécialisées dans la présentation croisée d’antigénes [474, 475]. Les DC
CD141" ont été considérées comme étant les plus efficaces pour réaliser la présentation
croisée et activer les lymphocytes T CD8" [447, 461, 474, 475]. Cependant, des résultats
contradictoires ont ensuite été rapportés, montrant une efficacité similaire entre les différentes
populations de DC [476-478]. Il apparait que I’efficacité de présentation croisée des DC
dépend notamment de la forme d’antigéne délivrée, ceux provenant de cellules nécrotiques
étant présentés préférentiellement par les DC CD141" grace a I’expression du récepteur
Clec9A [461]. Les pDC effectuent également la présentation croisée de différentes formes
d’antigénes [444]. La capacité d’activation des lymphocytes T CD4" et la polarisation de la
réponse ont également été évaluées dans différentes études [444, 459, 461]. Il est important de
noter que contrairement aux DC résidentes des organes lymphoides, les DC du sang
nécessitent une stimulation appropriée par des ligands de TLR afin de devenir pleinement
fonctionnelles in vitro [449].

De nombreux progrés ont été réalisés concernant 1’identification des différentes
populations de DC chez I’homme et des mécanismes impliqués dans leur activation, menant a
la tolérance envers des antigenes du soi ou a une réponse immunitaire specifique contre des
antigenes provenant de pathogénes ou de cellules tumorales. 1l a été mis en évidence que les

DC sont activées lorsqu’elles pergoivent des signaux de danger. Cette particularité est
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exploitée dans certaines stratégies thérapeutiques anti-tumorales telles que la virothérapie

anti-tumorale.

Jusqu’aux années 1990, il était considéré que 1’activation d’une réponse immunitaire
résultait de la discrimination entre le "soi” et le "non-soi”, la présence de PAMP reconnus par
les récepteurs spécifiques exprimés par les DC étant nécessaire. Cependant, il est apparu que
cette théorie ne permettait pas d’expliquer certaines situations, telles qu’une tolérance envers
des bactéries de notre flore commensale ou encore une activation contre des antigenes du
"soi” dans le cadre de maladies auto-immunes. En 1994, Polly Matzinger remet en cause le
modele immunologique du "soi” vs "non-soi” et propose la théorie du danger, selon laquelle
la réponse immunitaire est modulée par les signaux de danger intégrés par les DC [479, 480].
Alors que I’apoptose, mort cellulaire programmeée de nos cellules impliquée dans
I’homéostasie, est un événement non immunogéne, elle peut le devenir suite a un stress ou a
un dommage cause par un pathogéne. Dans ces conditions, la libération de signaux de danger
associes aux dommages cellulaires, nommés DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern),
induit le recrutement et 1’activation des DC déclenchant une réponse immunitaire. Cette
théorie a conduit a la caractérisation de différents types de morts cellulaires immunogénes
(ICD, Immunogenic Cell Death) et a permis 1’émergence de traitements thérapeutiques anti-

tumoraux reposant sur ce concept qui pourraient apporter une meilleure réponse clinique.

Différents types d’ICD ont été caractérisés, induits notamment par des pathogénes.
C’est le cas de la pyroptose, déclenchée par I’activation de I’inflammasome et la libération
d’IL-1B, et de la nécroptose induite par le TNF-a, menant a 1’activation des protéines RIPK 1
et RIPK3 (Receptor-Interacting Protein Kinase 1 and 3) ainsi qu’a la libération ’HMGBI et
d’ADN génomique [481, 482]. La nécrose est une ICD provoquée par un traumatisme
physique ou un dommage induit par un agent chimique ou des pathogeénes. Au cours de ce
processus, la perte de I’intégrité membranaire provoque la libération de différents DAMP tels
que la protéine non-histone associée a la chromatine HMGB1 ou les protéines HSP (Heat

Shock Protein), protéines chaperonnes facilitant la présentation d’antigéne en se liant aux
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peptides antigéniques [483]. Certaines protéines peuvent étre exprimées a la surface des
cellules mourantes, telles que les protéines HSP ou la F-actine, fournissant ainsi un signal de
phagocytose (signal "eat-me"”) aux DC [484, 485]. Sous certaines conditions, 1’apoptose peut
également posséder un caractére immunogene, notamment suite a une infection virale ou a

certains traitements anti-tumoraux [486, 487].

De nombreux agents anti-tumoraux, notamment des chimiothérapies, ont été évalués
pour leur capacité a induire une ICD. Afin de déterminer expérimentalement si les traitements
provoquent une ICD, deux conditions doivent étre satisfaites [486]. Si les cellules tumorales
succombent a une ICD in vitro, leur injection sans adjuvant chez une souris doit déclencher
une réponse immunitaire anti-tumorale, protégeant la souris de I’établissement d’une tumeur
apres une injection subséquente du méme type de cellules tumorales vivantes. De plus, si une
ICD apparait in vivo suite au traitement de la tumeur, cela doit mener au recrutement de
cellules immunitaires effectrices sur le site tumoral, participant a une réduction de la
croissance ou de la masse tumorale. C’est ainsi que de nombreux agents thérapeutiques ont
¢té répertoriés comme étant des inducteurs d’ICD, tels que les chimiothérapies anthracyclines
(doxorubicine, mitoxantrone), I’oxaliplatine ou encore les rayonnements ionisants [486, 488].

Des analyses biochimiques ont permis de révéler les caractéristiques de I’'ICD,
permettant d’expliquer comment le systeme immunitaire distingue une ICD d’une mort non
immunogene (Figure 10). Ainsi, il a été décrit que I’apoptose immunogene se caractérise par
différents changements de la surface cellulaire ainsi que par la libération de molécules
solubles, événements apparaissant de maniére séquentielle dans le temps. En réponse a
différents inducteurs d’ICD, le stress du réticulum endoplasmique (RE) entraine une
relocalisation de la calréticuline (CRT), normalement située dans la lumiere du RE, au niveau
de la membrane plasmique [489]. Cette ecto-CRT apparait lors d’une phase précoce de
I’apoptose, avant I’exposition des phosphatidylsérines a la surface cellulaire [490]. Elle
constitue un signal de phagocytose pour les DC, exprimant son récepteur CD91 [491]. Un
second événement intervenant dans I’immunogénicité de la mort est I’autophagie, permettant
la libération d’ATP dans le microenvironnement tumoral [492]. L’ATP extracellulaire attire
les macrophages et les DC en ciblant ses récepteurs purinergiques P2Y?2 et P2X7 a leur
surface [493, 494]. La fixation de ’ATP sur le récepteur P2X7 entraine 1’activation de

I’inflammasome NLRP3 qui conduit & la sécrétion d’IL-1p et d’IL-18 gréce a la caspase 1
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activée, permettant 1’induction de lymphocytes T CD8" cytotoxiques anti-tumoraux et le
recrutement de lymphocytes T yd, secrétant respectivement de I’'TFN-y et de I’IL-17 [495,
496]. Enfin, lors de la phase plus tardive de 1’apoptose, 1a protéine HMGBL1 est libérée dans le
milieu extracellulaire et intervient dans la perception d’ICD par les cellules immunitaires
[497]. En effet, HMGBL se lie au récepteur TLR4 sur les DC, entrainant 1’augmentation de
I’expression de la pro-IL-1p (forme immature de I’IL-1B qui sera clivée par I’inflammasome)
et optimisant la présentation croisée des antigenes capturés en empéchant leur dégradation

lysosomale [498].
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Figure 10 : Propriétés de I'ICD

Certains traitements, tels que certaines chimiothérapies, induisent une IDC caractérisée par 1’exposition de la
calréticuline (CRT) a la surface des cellules ainsi que par la sécrétion d’ATP et ’HMGBI1. Ces molécules
agissent sur les cellules dendritiques (DC) en se fixant sur leurs récepteurs spécifiques et favorisent I’acquisition
d’antigénes par les DC, leur maturation, la présentation efficace des antigénes aux lymphocytes T CD8"
spécifiques et la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-1f3. Les cellules immunitaires
recrutées sur le site tumoral, telles que les lymphocytes T 3 et les lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL)
peuvent ainsi participer a 1’élimination de la tumeur.

ATP : adenosine triphosphate ; CRT : calreticulin ; CTL : cytotoxic CD8" T lymphocyte ; DC : dendritic cell ;
HMGBL1 : high-mobility group box 1 ; IFN : interferon ; IL : interleukin ; TLR : Toll-like receptor.

Tiré de : Kroemer et al. Immunogenic cell death in cancer therapy. Annu Rev Immunol, 2013. [486]
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L’émission de ces différents DAMP au cours de I’'ICD est importante pour
I’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace, permettant d’éliminer les
cellules tumorales résistantes au traitement. Chez ’homme, des polymorphismes des géenes
codant pour le récepteur P2X7 ou pour le TLR4, entrainant une diminution de leur fonction,
sont associés a un mauvais pronostic chez les patientes souffrant de cancer du sein traitées par
les anthracyclines [495, 499]. Ceci met en évidence I’importance de I’ICD dans le succes
thérapeutique de certains agents anti-tumoraux et les nouvelles thérapies anti-tumorales sont

désormais souvent sélectionnées selon ce critére [500].

Des études ont montré que les cellules tumorales infectées par le MV expriment des
DAMP [501] (Annexe n°3). Anne Gauvrit a mis en évidence en 2008 dans notre laboratoire
que I’infection des cellules de MPM par le MV induit I’'ICD, caractérisée par la libération
d’HSP (HSP70 et gp96) et menant a la sécrétion par les Mo-DC (Monocyte-derived DC) de
cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-6, I’IL-1f, I’'IFN-a, I’IL-12 et le TNF-a [169].
En revanche, les cellules irradiées aux UV-B (UltraViolet-B), induisant une mort non
immunogene, n’expriment pas de DAMP et ne stimulent pas les DC. En 2011, Donnelly et ses
collegues ont confirmé la capacit¢ du MV a induire une ICD en étudiant les facteurs
immunogeénes libérés par des cellules de mélanome infectées. Ainsi, ils ont identifié différents
DAMP, tels que HMGBL et différentes cytokines pro-inflammatoires telles que des IFN de
type I, ’IEN de type III (IL-28), I’IL-6, I’'IL-8 et RANTES (Regulated on Activation, Normal
T Cell Expressed and Secreted) [208].

Les DC présentes dans le sang et les tissus périphériques sont dans un état immature et
exercent leur réle de cellules sentinelles, intégrant en permanence les différents signaux de
I’environnement grace a I’expression de récepteurs spécifiques. Ainsi, en présence d’une
situation anormale, les DC percoivent le danger grace a la reconnaissance des DAMP et/ou
des PAMP et migrent rapidement sur les lieux de I’inflammation grace a la présence de
chimiokines et cytokines les attirant. Les DC immatures internalisent alors des antigenes selon
différents mécanismes et migrent vers les ganglions lymphatiques drainants en suivant le

gradient de chimiokines CCL19/CCL21, grace a I’expression du récepteur CCR7 (Chemokine
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C-C motif Receptor 7) [502]. La maturation des DC se caractérise par différentes
modifications, telles que la diminution de leur capacité de capture des antigénes, 1’expression
a leur surface du complexe CMH Il de présentation des antigenes et des molécules de co-
stimulation, ainsi que la sécrétion de cytokines [502]. Ces caractéristiques vont participer a
I’activation des lymphocytes T naifs. Au sein des organes lymphoides secondaires, les DC
vont pouvoir présenter les antigénes aux lymphocytes T naifs, grace a la présentation de
peptides sur les molécules CMH | et CMH 1. Alors que le CMH | est présent sur toutes les
cellules nucléées de I’organisme, les molécules CMH II sont exprimées uniquement par les
cellules présentatrices d’antigénes professionnelles. Les peptides présentés sur le CMH 11
résultent de la dégradation, dans les compartiments endolysosomaux, d’antigénes internalisés
provenant de bactéries, de cellules infectées ou encore de cellules tumorales, et permettent
I’activation spécifique des lymphocytes T CD4". Les peptides présentés sur les molécules
CMH 1| sont issus de protéines endogenes dégradées dans le cytoplasme par le protéasome et
sont présentés aux lymphocytes T CD8" [502, 503]. Toutefois, il est reconnu que les DC
peuvent réaliser la présentation croisée d’antigénes, correspondant a la présentation de
peptides exogeénes sur les molécules CMH | aux lymphocytes T CD8" [504]. Deux voies de
présentation croisée ont été identifiées: la voie cytoplasmique reflétant le passage des
protéines internalisées des vésicules de phagocytose vers le cytosol ; la voie endocytique dans
laquelle les peptides sont chargés sur les molécules CMH | directement dans les phagosomes,
grace a une capacité de dégradation protéolytique diminuée dans les DC [505-507].
L’activation des lymphocytes T naifs requiert 1’établissement d’une synapse
immunologique entre les DC et les lymphocytes T, stabilisée grace a des molécules
d’adhésion [508]. Au sein de cette synapse, les TCR s’accumulent et interagissent avec les
complexes CMH/peptide, interaction renforcée par la liaison avec les co-récepteurs CD4 et
CDS8, fournissant le premier signal d’activation transduit par CD3. Le second signal est
délivré par I’interaction des molécules de co-stimulation CD80 et CD86, dont 1’expression est
augmentée lors de la maturation des DC, avec leur récepteur CD28 exprimé par les
lymphocytes T naifs. De nombreuses autres protéines interviennent dans la synapse
immunologique, ayant une fonction stimulatrice ou inhibitrice dans [D’activation des
lymphocytes T. Enfin, le troisieme signal consiste en la sécrétion de cytokines par les DC,
dont la nature est déterminante pour la polarisation de la réponse immunitaire induite [509].
En effet, en fonction des signaux qui les ont activées, les DC vont influencer le devenir des
lymphocytes T CD4", se différenciant en différents types de cellules effectrices auxiliaires, le

type Thl étant nécessaire a 1’établissement de réponses effectrices cytotoxiques, grace
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notamment a 1’engagement de la molécule CD40 de la DC [509-511]. L’activité cytotoxique
exercée par les lymphocytes T CD8" dépend de la reconnaissance, sur les cellules cibles, du
complexe CMH I/peptide. Différents mécanismes peuvent intervenir pour induire 1’apoptose
des cellules cibles, tels que le systeme perforine/granzyme B, la liaison de la protéine FasL
(Fas Ligand) ou du TNF-a sécrété sur leurs récepteurs respectifs présents sur les cellules
cibles [512].

Dans le cadre de I’'immunothérapie anti-tumorale, la présentation croisée présente un
intérét particulier car elle permet 1’activation de cellules effectrices cytotoxiques, spécifiques
d’antigénes tumoraux acquis par les DC a partir de cellules tumorales, qui pourront intervenir

dans 1’éradication de la tumeur.

Comme mentionné précédemment, de nombreux virus oncolytiques induisent une
réponse immunitaire importante pour leur efficacité thérapeutique. Concernant le MV,
certaines preuves cliniques ont été rapportées. Dans un essai clinique de phase I, le traitement
de patients souffrant de lymphome T cutané par le MV a permis des régressions de tumeurs
non injectées, suggérant I’activation d’une réponse immunitaire anti-tumorale [173]. Il a
récemment été mis en évidence que des lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeur
sont présents dans le sang de patientes souffrant de cancer de I’ovaire et ayant éte traitées par
le MV-NIS lors d’un essai clinique de phase I [243].

Des études in vitro ont mis en évidence I’ICD induite par le MV, activant les DC
responsables de 1’établissement d’une réponse lymphocytaire T CD8" spécifique d’antigénes
tumoraux. Ainsi, dans 1’étude d’Anne Gauvrit réalisée au sein de notre équipe, la co-culture
des Mo-DC immatures avec les cellules tumorales infectées par le MV induit I’internalisation
de fragments de cellules tumorales infectées et la maturation des Mo-DC exprimant les
marqueurs membranaires CD80, CD86, CD40 et CD83 et sécrétant des cytokines pro-
inflammatoires [169]. Ces Mo-DC sont capables d’effectuer la présentation croisée de
peptides dérivés de I’antigéne de tumeur mésothéline et ainsi d’activer des lymphocytes T
CD8" naifs spécifiques de cet antigéne. Bien que les cellules tumorales irradiées aux UV-B
soient internalisées par les Mo-DC immatures, 1’absence de caractére immunogéne de la mort
ne permet pas leur maturation, rendant impossible 1’activation d’une réponse immunitaire

anti-tumorale spécifique.
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Aprés avoir confirmé que les cellules de mélanome expriment des signaux de danger
et des cytokines pro-inflammatoires suite & I’infection par le MV, Donnelly et ses collégues
ont démontré 1’activation des Mo-DC par ces cellules infectées, exprimant les marqueurs de
co-stimulation CD80 et CD86. La capacité de ces Mo-DC a stimuler une réponse immunitaire
adaptative fonctionnelle a ensuite été évaluée in vitro, apres une co-culture avec des PBMC
autologues. L’établissement d’une réponse lymphocytaire T CD8" a pu étre mis en évidence
chez 9 donneurs sur les 12 testés. Les lymphocytes T CD8" cytotoxiques expriment le
marqueur de dégranulation CD107 suite a la reconnaissance de la lignée de mélanome ayant
activée les Mo-DC, produisent de I’IFN-y et exercent une lyse fonctionnelle spécifique envers
cette lignée [208].

Les pDC représentent une population de DC spécialisées dans les réponses anti-virales
et sont capables d’effectuer la présentation croisée d’antigénes. Les travaux de Jean-Baptiste
Guillerme dans notre laboratoire ont rapporté que les pDC du sang exposées a des cellules
tumorales infectées par le MV sont capables de produire d’importantes quantités d’IFN-a,
suite a la reconnaissance de I’ARN simple brin du MV par le TLR7 dans I’endosome [171].
Cette étude a permis de démontrer que les pDC, comme les Mo-DC, internalisent
efficacement les cellules tumorales infectées par le MV, maturent (expression de CD83,
CD86 et CDA40) et réalisent la présentation croisée d’un antigene de tumeur NY-ESO-1 (New-
York Esophageal Squamous cell carcinoma protein 1) a un clone de lymphocytes T CD8"
specifiques de 1’antigene presenté sur le CMH 1. En revanche, les pDC exposées aux cellules

tumorales irradiées aux UV-B gardent un phénotype immature et ne présentent pas I’antigéne.

Ces ¢tudes montrent que I’infection de cellules tumorales par le MV induit une ICD
capable d’activer in vitro les fonctions de présentation croisée des Mo-DC et des pDC du
sang, assurant 1’activation de lymphocytes T CD8" spécifiques d’antigénes tumoraux pouvant

ainsi exercer leur activité cytotoxique envers les cellules tumorales.

Initialement mis en évidence pour leurs fonctions anti-virales, les IFN de type | ont
également démontré leur potentiel anti-tumoral en agissant directement sur les cellules
tumorales, induisant 1’arrét du cycle cellulaire, la différenciation, 1’apoptose et en favorisant
I’arrét de I’angiogenese. Il est devenu désormais evident que les IFN de type | jouent un réle

crucial dans la réponse immunitaire anti-tumorale, étant les médiateurs entre I’immunité innée
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et adaptative [513] (Figure 11). Une des caractéristiques principales correspond a leur
capacité a augmenter les propriétés cytotoxiques des NK, notamment en favorisant leur
expansion et leur survie grace a I’induction d’IL-15 [514-516]. L’activité anti-tumorale des
NK est controlée par les IFN de type | qui peuvent étre sécrétés par les pDC activées sur le
site tumoral [517, 518]. Les IFN de type | agissent également sur les lymphocytes T. En effet,
ils induisent une signalisation favorisant leur survie in vitro lorsqu’ils sont activés, ainsi que
’expansion clonale et la différenciation en effecteurs des lymphocytes T CD8" [519, 520]. De
méme in vivo, 1’expansion clonale des lymphocytes T CD4" et CD8" spécifiques et la
formation d’effecteurs mémoires sont optimisées par les IFN de type I lors d’une infection
virale [521, 522]. Enfin, ’IFN-a agit sur les lymphocytes T CD8" naifs et améliore leur
activation [523]. D’autre part, il est décrit que les IFN de type I peuvent stimuler la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et IL-18) par les macrophages et inactiver les
fonctions suppressives des lymphocytes T régulateurs (T reg) [372]. Il a également été
observé que les IFN de type | induisent la maturation des DC, caractérisée par 1’expression
des marqueurs CD80, CD86, CD83, CD40 et des CMH 1 et Il [513]. De plus, ils régulent les
réponses immunitaires en favorisant la présentation croisée des antigenes aux lymphocytes T
CD8" [524-526].
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Figure 11 : Effet des IFN de type I sur les cellules immunitaires

Les IFN de type | agissent sur de nombreux acteurs du systeme immunitaire tels que les cellules dendritiques
(DC), les lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL), les cellules NK, les macrophages et les lymphocytes T
régulateurs (T reg). lls ont le pouvoir de favoriser les propriétés immunostimulatrices de ces cellules et de
diminuer I’immunosuppression induite par les T reg. Ainsi, ils optimisent notamment la présentation croisée des
antigénes par les DC aux lymphocytes T CD8", augmentent les propriétés cytotoxiques des effecteurs CTL et des
NK et favorisent la production de cytokines pro-inflammatoires.

Tiré de : Zitvogel et al. Type | interferons in anticancer immunity. Nat Rev Immunol, 2015. [372]



Des réponses lymphocytaires T anti-tumorales spontanées ont éteé identifiées chez des
patients atteints de cancer et des études ont été menées afin de caractériser les mécanismes
impliqués dans ces réponses [527, 528]. Des analyses génomiques de métastases humaines
ont révélé une corrélation entre la présence de lymphocytes T CD8" et I’expression de
nombreux genes régulés par les IFN de type I, orientant ainsi les expériences vers la recherche
d’un lien entre la signalisation IFN de type I et I’activation spontanée de lymphocytes T CD8"
contre des antigenes de tumeur [529, 530]. Grace a des travaux menés chez la souris,
Gajewski et ses collaborateurs ont mis en évidence que la production d’IFN-B par les DC
CD11c", dans les ganglions drainant la tumeur, induit I’accumulation des DC CD8a" dans la
tumeur et potentialise leur capacité de présentation croisée d’antigénes de tumeur aux
lymphocytes T CD8" [529]. Lorsque la signalisation IFN de type | est abolie ou que les DC
CDS8a" sont absentes, le développement des réponses lymphocytaires T CD8" anti-tumorales
spontanées est compromis. Tandis que le mécanisme par lequel les IFN de type | induisent
’accumulation intra-tumorale des DC CD8o" reste a élucider, de récents travaux ont identifié
ce qui déclenche la production d’IFN de type I [531]. Contrairement aux DAMP
précédemment décrits, induits par différents traitements anti-tumoraux, les réponses
immunitaires spontanées observées doivent étre initiées par d’autres facteurs. Il a été
démontré que I’ADN des cellules tumorales mourant par nécrose est détecté par STING dans
les DC, suite a la formation de dinucléotides cycliques par I’enzyme cGAS, menant a
I’activation du facteur de transcription IRF3 et a la production d’IFN-B. De plus, les DC
activées par ’ADN provenant de cellules tumorales acquierent un phénotype mature et
produisent les cytokines nécessaires a une activation optimale des lymphocytes T CD8".
L’implication de STING dans 1’établissement de réponses immunitaires spontanées permet

d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-tumorales [532].

L’ensemble de ces travaux a permis de révéler I’importance des IFN de type I, et
notamment de leurs effets sur les DC, dans la mise en place d’une réponse immunitaire anti-
tumorale. La volonté d’activer de maniére appropriée la signalisation IFN de type I au sein de
la tumeur, corrélant avec un meilleur pronostic, va ainsi mener au développement de

stratégies thérapeutiques anti-tumorales plus efficaces [372].
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Comme discuté précédemment, les DC sont essentielles a 1’établissement d’une
réponse immunitaire innée et adaptative envers les pathogenes et les cellules tumorales,
notamment grace a leur pouvoir d’activation des lymphocytes T naifs. Au regard de plusieurs
¢tudes menées chez la souris et chez ’homme, une activité cytotoxique directement exercée
par les DC a été mise en évidence.

Une controverse est tout d’abord apparue dans la littérature concernant la découverte
par trois groupes indépendants d’une nouvelle population de DC cytotoxiques parmi les DC
chez la souris, possédant les caractéristiques phénotypiques, moléculaires et fonctionnelles
des DC et des cellules NK, se retrouvant sous le nom de NKDC (Natural Killer Dendritic
Cell) ou IKDC (Interferon-Producing Killer Dendritic Cell) [533-535]. Cependant, il est
apparu que cette terminologie était inappropriée, ces cellules représentant une population de
NK dans un état de différenciation ou d’activation particulier plutét qu’une nouvelle
population de DC [443, 536-538]. Ceci a généré une confusion et un scepticisme concernant
la découverte des propriétés cytotoxiques des populations de DC.

De récentes études ont mis en évidence, chez la souris et chez ’homme, des DC ayant
acquis un pouvoir cytotoxique tout en préservant les caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles des DC, et n’exprimant pas de marqueurs classiques des cellules NK. Chez
I’homme, il a ainsi été démontré que les Mo-DC peuvent devenir des effecteurs cytotoxiques,
notamment dans un contexte infectieux, puis les études se sont ensuite tournées vers les DC
circulantes du sang, les mDC et les pDC, représentant un modéle plus physiologique. Une
excellente revue rapporte de fagon deétaillée 1’ensemble des travaux obtenus avec ces
différents types de DC humaines [539].

Dans de nombreux travaux réalisés, la cytotoxicité des DC passe par 1’expression de la
molécule TRAIL a leur surface [539]. Cette protéine transmembranaire de la famille TNF
forme un homotrimere pour étre biologiquement active. TRAIL posséde différents récepteurs
a la surface des cellules cibles : deux récepteurs de mort TRAIL-R1 (DR4, Death Receptor 4)
et TRAIL-R2 (DR5), et deux récepteurs leurres TRAIL-R3 (DcR1, Decoy Receptor 1) et
TRAIL-R4 (DcR2) inhibant la voie de signalisation. La fixation de TRAIL induit

82



I’oligomérisation du récepteur et I’initiation de I’apoptose, grace aux domaines intracellulaires
FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) recrutant les pro-caspases 8 et 10 pour
former un complexe multi-protéique DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Une fois
activées dans ce complexe, les caspases 8 et 10 provoquent le clivage de la caspase 3,
induisant les modifications biochimiques et morphologiques caractéristiques de 1’apoptose
[540]. En plus d’induire une mort dépendante des caspases, il a été démontré que TRAIL peut
entrainer la mort par nécrose [541]. Une fois exprimée a la surface des cellules, TRAIL peut
étre clivée par des métalloprotéases, géenérant une forme soluble pouvant exercer une activité
cytotoxique [540]. Cependant, les études mettent plut6t en évidence un effet cytotoxique de
TRAIL membranaire [539, 542]. Cette protéine est impliquée dans 1’apoptose des cellules
tumorales et des cellules infectées par un virus [543, 544]. Il est reconnu que le géne codant
pour TRAIL est un ISG, et il a été observé que I’expression de TRAIL a la surface des DC est
induite par les IFN de type | [332, 545, 546].

L’infection par le virus sauvage de la rougeole génere une immunosuppression due a
plusieurs événements. Il a été décrit que les DC infectées par le MV peuvent étre tuées par les
lymphocytes T activeés via la voie de signalisation Fas/FasL [547]. Des travaux ont également
montré que les Mo-DC infectées exercent une activité cytotoxique envers les lymphocytes T
activés, médiée par la molécule TRAIL [548]. L’expression de TRAIL a la surface de
I’ensemble des Mo-DC est induite par I’IFN-ao produit par celles infectées par le MV [549].

En 2006, Chaperot et ses collaborateurs ont décrit que le virus Influenza inactivé
génere des pDC cytotoxiques exprimant TRAIL et lysant des cellules sensibles a TRAIL
[550]. Cette étude a également démontré 1’implication des IFN de type I dans I’expression de
TRAIL par les pDC.

L’équipe de De Vries a publié des travaux mettant en évidence 1’induction par le virus
vaccinal de ’encéphalite a tiques FSME (Friih Sommer Meningo-Encephalitis) de pDC
cytotoxiques exprimant TRAIL, le granzyme B ainsi que le marqueur de cellules NK CD56
[551]. Cependant, I’activité cytotoxique exercée par ces pDC envers différentes cellules cibles
ne depend pas de ces marqueurs et necessite un contact cellulaire. De plus, ces pDC activées
par le FSME acquierent un phénotype mature, sécretent des cytokines pro-inflammatoires et

ont la capacité de présenter un antigéne et de stimuler des lymphocytes T CD8" naifs
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spécifiques, comme cela a été montré par I’expression du marqueur d’activation CD69, la
sécrétion d’IFN-y et I’induction de la prolifération.

Enfin, des travaux menés sur le HIV ont démontré sa capacité a induire des pDC
cytotoxiques in vitro, et des pDC exprimant TRAIL ont été détectées au cours de la phase
virémique chez des patients infectés [552, 553]. Le contact des pDC TRAIL® et des
lymphocytes T CD4" infectés par le HIV, exprimant TRAIL-R1, entraine la lyse de ces
derniers. Cette activité cytotoxique est abolie par des anticorps bloquants anti-TRAIL ou anti-
IFN-a. D’autre part, il a été démontré que 1’activation de lymphocytes T CD4" non infectés
par le HIV les rend également susceptibles a une lyse dépendante de TRAIL par les pDC
activées. Ainsi, les pDC cytotoxiques des patients atteints du HIV induisent la mort des
lymphocytes T CD4" infectés, participant a 1’élimination de la maladie, mais également des
lymphocytes T CD4" non infectés mais activés par une autre infection par exemple,
contribuant a 1’amplification de 1’état d’immunodéficience des patients et facilitant les

infections opportunistes [553].

Les différents virus décrits, capables d’induire des DC cytotoxiques et plus
particulierement des pDC cytotoxiques, sont des virus a ARN simple brin. Il est ainsi
probable que ces virus soient reconnus par le TLR7 dans les pDC et induisent I’expression de
TRAIL suite a la production d’IFN-a. De nombreuses études ont de ce fait étudié la capacité
de différents ligands de TLR a générer des DC cytotoxiques.

Différentes études ont ainsi démontré que des ligands des TLR7/8 et 9 (R848 et des
CpG ODN, respectivement) induisent 1’expression de marqueurs de maturation et de TRAIL
par les pDC, les dotant d’une fonction cytotoxique envers des cellules cibles, notamment des
cellules tumorales [550, 551]. Une étude récente ayant analysé de nombreux agonistes des
TLR a montré que les pDC expriment effectivement TRAIL en réponse a ’activation des
TLR endosomaux (TLR7 et 9) uniquement, sous la dépendance de la sécrétion d’IFN de type
| [542]. Ces pDC cytotoxiques ont la capacité de stimuler la prolifération de lymphocytes T
dans un test MLR (Mixed Lymphocyte Reaction) allogénique et provoquent la lyse médiéee
par TRAIL des cellules Jurkat et de cellules de mélanome exprimant le récepteur TRAIL-R2.
Dans cette étude, la molécule pro-apoptotique granzyme B a également été détectée dans les

pDC isolées du sang et dans une moindre mesure aprés leur stimulation par les agonistes des
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TLR7/8 et 9, cependant la présence d’autres molécules lytiques, telles que la perforine, la
granulysine et le lyzozyme, n’a pas été mise en évidence. Ces pDC granzyme B* ne lysent pas
les cellules cibles dans cette étude, confirmant le réle controversé du granzyme B exprimé
seul [554]. Certains résultats obtenus ont également attesté que les IFN de type | peuvent
sensibiliser les cellules cibles pré-traitées a la lyse médiée par TRAIL et activer directement
les propriétés cytotoxiques des pDC sans agonistes des TLR [542, 550].

Cet effet des ligands de TLR sur les DC a révélé des opportunités thérapeutiques pour
le traitement des cancers. De plus, il est reconnu que les cellules tumorales sont sensibles a la
mort induite par TRAIL tandis que les cellules saines sont épargnées [555]. Des travaux
menés chez la souris ont analysé I’effet de 1’application locale d’une créme contenant 5%
d’imiquimod (Aldara®) chez des souris souffrant de mélanome. Ce traitement entraine des
régressions completes ou partielles des tumeurs, corrélant avec la densité de pDC dans
I’infiltrat immunitaire et suggérant ainsi une implication de ces cellules dans 1’effet anti-
tumoral observé [556]. Une étude plus récente menée par Drobits et ses collaborateurs, chez
des souris atteintes de mélanome, a permis de décrire la contribution des pDC a 1’élimination
des tumeurs et le mécanisme de leur recrutement sur le site tumoral [557]. L’application
d’imiquimod meéne a la sécrétion de CCL2 par les mastocytes infiltrés dans la tumeur, suite a
I’engagement du TLR7 et du récepteur aux IFN de type I. L’inflammation ainsi générée
recrute dans la peau les pDC exprimant CCR2, ou elles sont a leur tour exposées a 1’agoniste
du TLR7. L’activation du TLR7 conduit a la production d’IFN de type I par les pDC, agissant
de maniere autocrine pour induire 1’expression de TRAIL et du granzyme B. L’activité
cytotoxique des pDC envers les cellules tumorales est principalement médiée par le granzyme
B, sans la perforine, et également par TRAIL. Cette étude a démontré in vivo que le traitement
des mélanomes par I’'imiquimod permet le recrutement des pDC et leur transformation sur le
site tumoral en effecteurs cytotoxiques capables d’éliminer directement les cellules tumorales
[557, 558].

Chez 7 patients atteints de carcinome basocellulaire, le traitement par Aldara® a
permis la régression complete des Iésions tumorales apres 6 semaines de traitement [559].
L’émergence d’un infiltrat immunitaire, caractérisé par la présence de DC myéloides CD11c”
exprimant la perforine et le granzyme B et de pDC exprimant TRAIL, a été observée sur des
coupes de tissus. La poursuite des analyses fonctionnelles, menées a partir des DC du sang
activées par un ligand de TLR7/8, a révélé que les DC CD11c" exercent une activité

cytotoxique efficace dépendante du granzyme B et de la perforine et que la lyse médiée par
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les pDC est dépendante de TRAIL. Ainsi, chez I’homme, I’induction de DC cytotoxiques par

un ligand de TLR7 favorise la régression tumorale.

Les cellules dendritiques exercent un role de sentinelles dans notre organisme et
¢tablissent le lien entre I’immunité innée et adaptative. Il est désormais admis que leur role
dans I’immunité anti-tumorale est crucial. Il est reconnu que les DC sont capables d’intégrer
les signaux de danger libérés lors de la mort cellulaire immunogene induite par certains agents
thérapeutiques, et sont capables d’acqueérir des antigénes de tumeur. En tant que cellules
présentatrices d’antigénes professionnelles, les DC ont le pouvoir d’activer des lymphocytes
T naifs et d’induire leur différenciation en effecteurs anti-tumoraux. L’activation de
lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques d’antigénes de tumeur représente un facteur de
bon pronostic pour les patients. D’autre part, grace a leur capacité de production d’IFN de
type I, les DC orchestrent la réponse immunitaire innée et adaptative. Enfin, ces cellules
peuvent exercer une activité cytotoxique anti-tumorale directe suite a une activation
appropriée, pouvant agir de concert avec leurs autres fonctions afin d’éliminer efficacement la
tumeur. Ainsi, en plus de provoquer la mort des cellules tumorales, 1’établissement de ces
réponses anti-tumorales est un des objectifs des thérapies actuellement développées et la
virothérapie anti-tumorale basée sur 1’utilisation du MV répond a ces criteres. 1l est désormais
proposé d’utiliser le terme d’immunothérapie oncolytique pour décrire cette modalité

thérapeutique, plus révélateur des propriétés immunostimulatrices des virus oncolytiques.
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Le MPM est un cancer agressif contre lequel les therapies conventionnelles ne sont
pas efficaces. L’équipe du Dr Marc Grégoire, en collaboration avec celle du Dr Frédéric
Tangy de I’Institut Pasteur de Paris, s’intéresse au développement de la virothérapie anti-
tumorale basée sur I’utilisation du virus atténué de la rougeole MV afin d’apporter une
solution thérapeutique a ces patients. Ce virus oncolytique a montré son potentiel anti-tumoral
dans de nombreux modeles in vitro et in vivo chez la souris et est actuellement a 1’essai au
niveau clinique chez I’lhomme. Les premiers résultats obtenus sont encourageants et notre
équipe souhaiterait promouvoir le développement d’un essai clinique de phase I/l pour le
traitement du MPM, en collaboration avec les services de pneumologie des CHU de Nantes et
Lille.

Des travaux menés dans 1’équipe ont permis de montrer que certaines lignées de MPM
peuvent étre infectées par le MV. Cependant, mon travail de these a consisté dans un premier
temps a étudier la sensibilité de 1’ensemble des lignées de MPM dérivées de patients dont
nous disposons dans notre collection d’échantillons biologiques, afin d’estimer la fraction de
patients qui seraient sensibles a cette approche thérapeutique. En parallele, il était important
de vérifier la sensibilité de différents types de cellules saines pouvant se retrouver au contact
du virus. De plus, bien qu’il soit établi dans la littérature que la sensibilité des cellules
tumorales a I’infection dépend de la surexpression du récepteur au MV CD46 a leur surface,
mon travail a eu pour objectif de définir plus précisément les mécanismes régissant la
sensibilité des lignées de MPM a I’infection et a la réplication du virus, en m’intéressant
notamment a la réponse anti-virale IFN de type | en réponse au MV.

D’autre part, notre équipe s’est également intéressée a I’activation du systeme
immunitaire par les cellules tumorales infectées par le MV. Anne Gauvrit a montré en 2008
que la mort immunogéne des cellules tumorales induite par le MV, caractérisée par la
libération de différents signaux de danger, est responsable de la maturation des cellules
dendritiques dérivées de monocytes (Mo-DC) et de la présentation croisée d’antigéne de
tumeur a des lymphocytes T CD8". Les travaux de Jean-Baptiste Guillerme ont ensuite
démontré en 2013 que les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), activées par la
reconnaissance de I’ARN simple brin du MV par le TLR7 suite & la phagocytose des cellules
tumorales infectées par le MV, sont capables d’effectuer la présentation croisée de 1’antigéne
de tumeur NY-ESO-1 a des lymphocytes T CD8" spécifiques et de sécréter d’importantes
quantités d’IFN-a. Il a été décrit par différentes equipes que les DC peuvent devenir des
effecteurs cytotoxiques suite a un contact avec un virus, dont le virus sauvage de la rougeole,

ou avec des ligands de TLR, notamment le TLR7 pour les pDC. Dans un contexte tumoral,

88



ces DC cytotoxiques, et plus particulierement les pDC, ont le potentiel de participer a
I’élimination de la tumeur. Mon travail de thése a donc consisté dans un second temps a
poursuivre la caractérisation de 1’effet immunostimulant du MV en étudiant I’acquisition de
propriétés cytotoxiques par différentes populations de DC du sang, les DC myéloides CD1c*
et les pDC, suite au contact avec le virus oncolytique MV.

La meilleure compréhension des mécanismes contrélant I’infection des cellules
tumorales par les virus oncolytiques est nécessaire afin de mettre en place des solutions
améliorant leur efficacité. De plus, un bon virus oncolytique doit avoir la capacité de briser la
tolérance immunitaire en entrainant la mort immunogene des cellules tumorales et en activant
les acteurs du systéme immunitaire, tels que les cellules dendritiques. Mes travaux de these
menés avec le virus oncolytigue MV se sont donc inscrits dans les recherches actuelles

concernant la virothérapie anti-tumorale.
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Carole Achard, Nicolas Boisgerault, Tiphaine Delaunay, David Roulois, Steven Nedellec, Pierre-
Joseph Royer, Mallory Pain, Chantal Combredet, Mariana Mesel-Lemoine, Laurent Cellerin, Antoine
Magnan, Frédéric Tangy, Marc Grégoire and Jean-Frangois Fonteneau

Introduction : Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer agressif de la plévre
principalement dii a une exposition aux fibres d’amiante. Ce cancer étant résistant aux
thérapies conventionnelles, il est urgent de proposer de nouvelles modalités thérapeutiques.
Dans ce but, nous développons la stratégie de virothérapie anti-tumorale basée sur I’utilisation
du virus atténué de la rougeole (MV). Il est reconnu que le MV est un virus oncolytique
infectant et lysant préférentiellement les cellules tumorales grace a leur surexpression de son
récepteur principal CD46. Dans le but de développer un essai clinique de phase /1l pour le
traitement du MPM, nous avons analysé la sensibilité de nombreuses lignées de MPM au MV

et défini les mécanismes qui la régissent.

Meéthodes : Nous avons ainsi étudié in vitro la sensibilité de 22 lignées de MPM dont nous
disposons dans notre collection d’échantillons biologiques afin d’estimer la fraction de
patients souffrant de MPM qui pourraient étre sensibles a cette approche thérapeutique. Nous
avons également évalué la sensibilité de 4 types de cellules saines (cellules mésothéliales
saines, cellules épithéliales bronchiques, cellules endothéliales pulmonaires et fibroblastes
pulmonaires). Afin d’expliquer les différences de sensibilité observées entre les lignées de
MPM, nous avons analysé I’expression de CD46 a leur surface ainsi que la réponse anti-virale

interféron (IFN) de type | développée en réponse au MV.

Résultats : Nos résultats démontrent que 15 lignées de MPM sur les 22 testees sont
efficacement infectées et lysées par le MV, tandis que les cellules saines sont peu ou pas
sensibles. Nous avons confirmé la surexpression de CD46 par la majorité des lignées de MPM
par rapport aux cellules saines. Cependant, la sensibilité de ces lignées au MV ne correle pas
avec le niveau d’expression de CD46 a leur surface. Nous avons toutefois confirmé que la
présence de CD46 est nécessaire pour I’infection car 1’entrée du virus est bloquée par un
anticorps spécifique de CD46. Nous avons ensuite déterminé que sur les 15 lignées de MPM

sensibles au MV, 11 ne développent pas de réponse IFN de type | suite a I’exposition au virus,
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avec aucune production d’IFN-a et -B et pas d’expression de la protéine anti-virale Mx1. En
revanche, la réplication du MV est inhibée dans ces lignées par 1’ajout d’IFN de type I
exogenes. Les quatre types de cellules saines ainsi que les lignées de MPM résistantes a
I’infection développent une réponse IFN de type | fonctionnelle en réponse au MV, capable

de les préserver de I’infection.

Conclusion : Nous montrons que les défauts de la réponse IFN de type | présents dans la
majorité des lignées de MPM dictent leur sensibilité a I’infection par le MV. Bien que la
présence de CD46 a la surface des cellules soit nécessaire a I’infection, son niveau
d’expression ne détermine pas la sensibilité a I’infection contrairement a ce qui est admis dans
la littérature. Nous confirmons ainsi 1’activité oncolytique du MV envers 70% des lignées de
MPM et définissons plus précisement les mécanismes déterminant la sensibilité de ces

cellules tumorales au MV.
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ABSTRACT

Attenuated measles virus (MV) is currently being evaluated as an oncolytic
virus in clinical trials and could represent a new therapeutic approach for
malignant pleural mesothelioma (MPM). Herein, we screened the sensitivity to
MV infection and replication of twenty-two human MPM cell lines and some
healthy primary cells. We show that MV replicates in fifteen of the twenty-two
MPM cell lines. Despite overexpression of CD46 by a majority of MPM cell lines
compared to healthy cells, we found that the sensitivity to MV replication did not
correlate with this overexpression. We then evaluated the antiviral type I
interferon (IFN) responses of MPM cell lines and healthy cells. We found that
healthy cells and the seven insensitive MPM cell lines developed a type I IFN
response in presence of the virus, thereby inhibiting replication. In contrast,
eleven of the fifteen sensitive MPM cell lines were unable to develop a complete
type I IFN response in presence of MV. Finally, we show that addition of type I
IFN onto MV sensitive tumor cell lines inhibits replication. These results
demonstrate that defects in type I IFN response are frequent in MPM and that MV
takes advantage of these defects to exert oncolytic activity.

INTRODUCTION clinical trials for the treatment of squamous cell carcinoma
of the head and the neck, glioma and mesothelioma by the
Antitumor virotherapy using oncolytic viruses is a group of Stephen J. Russell at the Mayo Clinic [1].

Schwarz and Edmonston attenuated strains of MV

developing strategy to treat cancer [1]. Among oncolytic ] !
use the CD46 molecule as the major receptor to infect

viruses, attenuated strains of measles virus (MV) have

been shown to infect and kill a large variety of tumor cell human cells, unlike the pathogenic strains that mainly use
lines [2, 3]. Phase I clinical trials using the Edmonston the CD150 molecule [7-9]. The membrane cofactor protein
strain of MV have shown clinical benefits for the treatment CD46 is ubiquitously expressed at a low level by all
of cutaneous T cell lymphoma [4], ovarian cancer [5, 6] nucleated cells and blocks the complement cascade at the
and disseminated multiple myeloma [1]. The Edmonston C3 activation stage [10]. CD46 is often overexpressed on
MV is also currently being evaluated in on-going phase | tumor cells of many cancer types to escape complement-
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mediated cytotoxicity [11, 12]. This expression at high
density confers to attenuated MV a natural tropism for
tumor cells. In fact, above a certain threshold of CD46
expression, the killing and syncitia formation mediated
by MV infection increase dramatically [7]. Healthy cells
that express a low level of CD46 are not infected [13].
Recently, nectin-4 has been described as a receptor for
attenuated and wild-type MV, but its implication in the
oncolytic activity of MV is still to be determined [14, 15].
The overexpression of CD46 is probably not
the only factor that conditions the ability of MV to
preferentially replicate in and kill tumor cells. In fact,
there is now evidence that host-cell translational activity
upon viral replication [16] and defects in the capacity
of tumor cells to develop an antiviral innate immune
response [17, 18] participate in MV oncolytic activity.
All nucleated cells are equipped with intracytoplasmic
sensors that are able to detect viral infection [19]. In the
case of paramyxoviruses, helicases such as RIG-I and
MDADS detect viral RNA and induce the secretion of type
I IFN, mainly IFN-B in non-immune cells that protect
infected and neighboring cells from viral replication.
Indeed, exposure to type | IFN induces in cells expressing
the IFN-o/p receptors IFNARI/IFNAR2 the expression
of hundreds of IFN-sensitive genes (ISG) that exert anti-
viral activity [19]. Among these, the IFN-induced GTP-
binding protein Mx1 is able to inhibit the early steps of
viral replication by interfering with the formation of the
ribonucleoproteic complex [20].

We have previously shown that the Schwarz
attenuated strain of MV induces immunogenic cell death
of malignant pleural mesothelioma (MPM) cells [21, 22].
In this study, we screened the sensitivity to MV infection
and replication of twenty-two MPM cell lines established
in our laboratory [23], and four different types of primary
healthy cells. We found that fifteen MPM cell lines were
sensitive to MV replication. We then measured the cell
surface expression of CD46, nectin-4 and CD150, the
three known MV receptors. We found that CD46 was often
overexpressed by MPM cell lines compared with healthy
primary cells and was used as an entry receptor. However,
we failed to observe a correlation between the level of
CD46 expression and the sensitivity of MPM tumor cell
lines to MV replication. We then analyzed the capacity of
the different MPM cell lines to develop a type | and type
111 IFN response after exposure to MV. We found that their
sensitivity to MV replication was strongly related to their
type | IFN response.

RESULTS

Sensitivity of MPM and healthy primary cells to
MV infection

To determine the sensitivity of a large number of
MPM cell lines to MV infection and replication, we set
up an assay using a recombinant MV encoding the cherry
fluorescent protein (MV-ch). By measuring fluorescence at
610 nm, we followed daily MV-ch replication in twenty-
two MPM cell lines exposed to different multiplicities
of viral infection (MOI) (Figure 1). Simultaneously, we
quantified cell viability using the UptiBlue™ assay that is
based on their metabolic activity. We also filmed by time-
lapse microscopy some of the MPM cell lines exposed to
MYV encoding the enhanced green fluorescent protein (MV-
eGFP) atan MOI =1 (Videos 1-9). We observed no or low
replication of MV in seven tumor cell lines. For five of
these, no MV replication was observed: Meso4 (Video 1),
Meso45, Meso52 (Video 2), Meso61 and Mesol73, but
their viability decreased at the highest MOI. For the other
two tumor cell lines, Meso95 and Meso150 (Video 3), MV
replicated in a few cells, which then induced apoptosis of
the neighboring non-infected cells.

In the fifteen other MPM cell lines we observed
a strong replication of MV that led to cell death, with
kinetics depending on the cell lines. MPM cell lines such
as Meso31, Meso35, Meso152 and Meso225 underwent
cell death quite fast after infection (Videos 4, 5, 6, 7),
whereas for other sensitive cell lines, such as Mesolland
Meso0163, cell death was slower (Videos 8, 9). This delay
allows these latter cell lines to accumulate fluorescence
resulting from viral replication. We also observed that
infection was usually accompanied by the formation
of syncytia (Videos 4, 6, 7, 8), but not in all tumor cell
lines (Videos 5, 9). Green fluorescence measured in the
videos (Supplemental figure 1) was very similar to the
results obtained with cherry fluorescence measured using
MV-ch (Figure 1). We observed no replication or very
limited replication in Meso4, 52 and 150, a replication
that stopped around day 3 and day 4 for Meso31, 35,
152 and 225, and a replication that continued after day 5
for Mesoll and 163. Altogether, these results show that
approximately 70% of MPM tumor cell lines are sensitive
to the replication and oncolytic activity of Schwarz MV.

Using the same techniques, we also measured
the sensitivity to MV infection of four different human
primary healthy cell types: peritoneal mesothelial cells
(MES-F), bronchial epithelial cells (CEB), pulmonary
endothelial cells (HMVEC-L) and lung fibroblasts (CCD-
19Lu) (Figure 2). We observed no infection of CEB
(Supplemental video 10) and a very limited infection with
no syncytia formation for MES-F (Supplemental video
11), HMVEC-L, and CCD-19Lu cells. The viability = of
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Figure 1: A majority of MPM tumor cell lines are sensitive to MV replication and oncolytic activity. MPM cell lines
were infected with MV-ch or MV at different MOI: 0.1 (circles), 1 (squares) and 10 (triangles). MV-ch and MV were used for the MV
replication assay and the cell viability assay, respectively. The fluorescence values correspond to the ratio between the fluorescence
measured in infected tumor cells and non-infected cells. Cell viability is expressed as a percentage compared to non-infected cells.
Results are expressed as the mean +SEM of three independent experiments.



these primary cells decreased, especially at the highest
MOlI.

Expression of CD46, CD150 and nectin-4 by
MPM and healthy primary cells

We measured the expression of known MV receptors
(CD46, CD150 and nectin-4) on the surface of MPM
and healthy primary cells. The majority of MPM cells
expressed higher levels of CD46 than healthy primary
cells (Figure 3A-3B). However, no statistical difference
was observed between MPM cells sensitive or not to MV
infection (Figure 3B). We did not detect any expression
of CD150 or nectin-4 (Supplemental figure 2), which are
receptors for the pathogenic as well as vaccine MV strains
[14, 15, 24]. Altogether these data show that a majority
of tumor MPM cell lines overexpress CD46 as the only
known MV receptor and that sensitivity of these cells to
MV infection is not related to CD46 expression.

MYV uses CD46 to infect MPM tumor cells

To determine whether CD46 plays a role in MPM
cell infection, we exposed eight MPM cell lines to MV-
ch in the presence of anti-CD46 mAb or isotype control
mADb (Figure 3C). On Meso4, which is not sensitive to MV
infection, the anti-CD46 mAb had no effect on replication,
but slightly increased cell viability. On the seven other
MV-sensitive cell lines, the anti-CD46 mAb significantly
delayed MV replication and cell death. These delays were
similar to the shifts observed between infectionat MOI
=1 and 0.1 (Figure 1A), suggesting that the anti-CD46
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mADb inhibited approximately 90% of the infection. This
demonstrates that CD46 is required for MV infection of
MPM tumor cells.

IFN type | response prevents MV replication in
MPM tumor cells and healthy primary cells

Since the sensitivity of MPM tumor cell lines to MV
replication did not correlate with the CD46 expression
level (Figure 3B), we sought to identify other factors that
condition sensitivity to MV replication. We investigated
the activation of antiviral type | and 111 IFN response by
tumor cell lines and healthy primary cells exposed for 72
hours to MV by analyzing the expression of five specific
genes by RT-gPCR (Figure 4).

We first analyzed the expression of two helicase
genes: the DDX58 gene that encodes the retinoic acid-
inducible gene-1 protein (RIG-I) and the IFIH1 gene that
encodes melanoma differentiation-associated protein 5
(MDAD5). These two proteins are intracytoplasmic sensors
of viral ssRNA and dsRNA, able to induce type | IFN
response against MV [25]. We observed that following
MV exposure, the expression of both genes was increased
in all tumor cell lines and healthy primary cells, thus
indicating that MV was detected by all these cells (Figure
4).

We then looked at the expression of two type | IFN
genes: IFNA1 and IFNBL that encode IFN-o.and  IFN-
Jrespectively (Figure 4). Constitutive expression of IFNAL
was observed in the absence of MV in all healthy cells
and in all insensitive tumor cell lines, with the exception
of Meso173. IFNA1 expression was increased in all these
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Figure 2: Healthy cells are not sensitive to MV replication. 4 types of healthy cells (mesothelial cells MES-F, bronchial
epithelial cells CEB, pulmonary endothelial cells HMVEC-L and pulmonary fibroblasts CCD-19Lu) were infected with MV-ch or
MV at different MOI: 0.1 (circles), 1 (squares) and 10 (triangles). MV-ch and MV were used for the MV replication assay and the
cell viability assay, respectively. The fluorescence values correspond to the ratio between the fluorescence measured in infected
tumor cells and non-infected cells. The cell viability is expressed as a percentage compared to non-infected cells. Results are

expressed as the mean +SEM of three independent experiments.
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cell lines in the presence of the virus, with the exception
of CEB. In the fifteen sensitive tumor cell lines, a weak
constitutive expression of IFNAL in the absence of the
virus was found in six tumor cell lines (Meso35, 36, 37,
56, 34 and 122) and was increased in the presence of MV

in four of these (Meso35, 36, 34 and 122). In the nine
other sensitive tumor cell lines, we never detected IFNA1
expression, either in the presence or absence of MV.
Regarding IFNB1, a weak constitutive expression in the
absence of the virus was detected only in the insensitive
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Figure 3: Absence of correlation between CD46 surface expression and MPM sensitivity to MV replication. (A)
Expression of CD46 is measured on the cell surface by flow cytometry. Results are expressed as RMFI + SEM of three independent
experiments. (B) Scatter plot representation of the CD46 expression on healthy and tumor cells surfaces. Each point represents the
mean of RMFI obtained in three independent experiments. * p < 0.05, Mann-Whitney test. (C) MV replication and cell viability
were assessed after MV-ch or MV infection, respectively (MOI = 1) in the presence or absence of an anti-CD46 blocking mAb. An
isotype was used as a control. The fluorescence values correspond to the ratio between the fluorescence measured in infected
tumor cells and non-infected cells. The cell viability is expressed as a percentage compared to non-infected cells. Results are

expressed as the mean +SEM of three independent experiments.
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five genes implicated in the antiviral type | IFN response was analyzed by RT-gPCR 72 hours after MV infection of tumor and
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1). The expression is expressed as relative expression compared to RPLPO gene expression. Non-infected cells

(NI) are in light gray and infected cells (MV) are in dark gray. The DDX58 and IFIH1 genes code for RIG-1 and MDAGS proteins,

a histogram shows the

and Mx1 for Mx1 protein. For each gene,

1

p

-a, IFNB1 for IFN
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Meso52 cell line (Figure 4). In the presence of MV, we
measured a significant induction of IFNB1 expression in
all insensitive tumor cells lines and in all healthy cells,
even in CEB in which IFNB1 expression was increased
20-fold. In contrast, seven out of the fifteen sensitive
tumor cell lines expressed IFNB1 in response to the virus
(Meso35, 36, 37, 56, 152, 34 and 122), whereas the eight
other sensitive tumor cell lines did not. We also measured
the expression of the IFNL1 gene that encodes the type I11
IFN, IFN-A1 (Supplemental Figure 3). In contrast to type
I IFN, all tumor cell lines were able to express this gene
in the presence of the virus with no significant differences
whether MV-sensitive or not.

Finally, we measured the expression of the MX1
gene that encodes the interferon-induced GTP-binding
protein Mx1. The MX1 gene is an ISG that is expressed
following signaling from the type I IFN receptor, IFNAR1/
IFNAR2. Among healthy primary cells, we found a
weak constitutive expression of MX1 only in HMVEC-L
(Figure 4E). In the presence of MV, a strong increase
of MX1 expression was induced in all healthy cells.
Similarly, in MV-insensitive MPM cell lines, the weak
constitutive expression of MX1 was highly increased after
MV addition. Conversely, among the fifteen MV-sensitive
MPM cell lines, we found no constitutive expression of
MX1 in eleven, a weak constitutive expression in three

only for one (Meso34). In the presence of MV, we
observed a significant increase of MX1 expression only
for Meso036. The MX1 expression did not change for all
the other sensitive cell lines.

These results indicate that cells that are able to
develop a complete type | IFN response, whether they
are healthy primary or tumor cells, are not sensitive to
MV infection. On the contrary, tumor cell lines that are
unable to develop a type | IFN response are sensitive to
MV infection, with the four exceptions, Meso36, 37, 34
and 122, which express IFNA1, IFNB1 and MX1 and are
sensitive to MV replication. These results also signify that
the capacity to achieve a complete type | IFN response is
defective in numerous MPM cell lines.

We then sought to confirm these results by
measuring IFN-o and IFN-B secretion by ELISA in the
culture supernatants (Figure 5). Regarding IFN-a,we did
not detect significant secretion in the supernatants of tumor
cell lines and healthy primary cell cultures in the absence
of MV, except for Meso52 (Figure 5). This suggests
that the IFN-a mRNA observed by RT-gPCR in several
tumor cell lines in the absence of the virus was either not
translated into proteins or resulted in levels undetectable
by ELISA. In the presence of MV, IFN-o was significantly
secreted by all insensitive cell lines and by two out of three
healthy primary cell cultures, whereas only four out of the
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Figure 5: Secretion of the type | IFN, IFN-a and IFN-B, after MV infection. IFN-a and IFN- secretion was measured
by ELISA, 72 hours after MV infection of tumor and healthy cells (MOI = 1). Non-infected cells (NI) are in light gray and infected
cells (MV) are in dark gray. For each IFN, a histogram shows the expression by each cell line, and a scatter plot shows the expression
by groups (healthy cells, tumor cells with no MV replication, tumor cells with MV replication). Results are expressed as the mean

+SEM of three independent experiments.
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secreted IFN-o. Regarding IFN-p, the results obtained by
RT-gPCR were confirmed with the observation that this
cytokine was secreted by all insensitive cell lines and
healthy primary cells cultures, and by only six out of the
fifteen sensitive cell lines (Meso35, 36, 37, 56, 34 and
122) (Figure 5). Interestingly, the four sensitive cell lines
secreting IFN-a in the presence of the virus also secreted
IFN-B.

We also measured the cytoplasmic expression of
Mx1 protein by flow cytometry in tumor cell lines and
healthy primary cells (Figure 6). We found high levels of
Mx1 in the cytoplasm of healthy primary cells only when
they were exposed to MV. In all insensitive tumor cell
lines, we found cytoplasmic Mx1 in non-infected cells that
was increased in the presence of MV, except for Meso52
where Mx1 was already present in equally high amounts
in absence of the virus. For the fifteen tumor cell lines
sensitive to MV replication, cytoplasmic Mx1 was not
detected in the absence of MV except for four cell lines
(Meso034, 36, 37 and 122). In the presence of MV, six out
of the fifteen sensitive cell lines did not express Mx1 in
their cytoplasm (Meso31, 47, 76, 225, 13 and 11), five
expressed low levels in a fraction of the cells (Meso35,
56, 96, 152, and 163) and the last three expressed high
levels of Mx1 in 100% of the cells (Meso34, 36, 37 and
122) similarly to what was observed in insensitive tumor
cell lines.

Overall, these results show that tumor cells that
constitutively express Mx1 are not sensitive to MV
replication, with the exception of Meso034, 36, 37 and 122.
They also demonstrate that the cells that fail to develop a
complete type | IFN response, illustrated by the absence
of IFN-q, IFN-B and Mx1 expression, are sensitive to MV
replication with the same exceptions: Meso34, 36, 37 and
122,

3

10+

Mx1 (RMFI)

IFN-a and IFN-f inhibit MV replication in MPM
cell lines sensitive to MV replication

In the last set of experiments we tested the effect
of type | IFN (IFN-a and IFN-B) on MV replication in
sensitive tumor cell lines. We first measured the expression
of IFNAR1 and IFNAR?2 in all MPM cells lines. A low
expression was found on the surface of all tumor cell lines
(data not shown). We then exposed the fifteen MPM cell
lines sensitive to MV to increasing amounts of IFN-a and
IFN-B and measured MV replication using MV-ch (Figure
7). MV replication was reduced in a dose-dependent
manner in all tumor cell lines. Interestingly, the inhibition
was lower in three out of the four MPM cell lines that
express IFN-a, IFN- and Mx1 constitutively (Meso34,
36 and 37), whereas the inhibition was more profound in
tumor cell lines that did not develop a type I IFN response
in the presence of the virus, such as Meso31, 47, 76, 225
and 11. In addition, exposure to IFN-o and IFN-f induced
a strong expression of Mx1 in all of these fifteen sensitive
tumor cell lines (data not shown). These results show that
the majority of MPM cell lines that are sensitive to MV
replication would not be able to replicate the virus if they
were able to produce their own type I IFN in response to
the virus.

DISCUSSION

In this study, we measured the sensitivity of a large
panel of human MPM tumor cell lines and of different
types of healthy cells to the oncolytic activity of the
Schwarz vaccine strain of MV. We found that fifteen out
of twenty-two MPM tumor cell lines are sensitive to MV
replication and cytopathic effect, whereas replication
was limited or absent in the four types of healthy cells
(fibroblasts, mesothelial, bronchial and endothelial cells)
as well as in the seven remaining MPM tumor cell lines.
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Figure 6: Sensitivity to MV replication correlates with the absence of expression of the antiviral protein Mx1.
Intracytoplasmic Mx1 staining was performed on non-infected (NI) or on MV-infected tumor cells (MOI = 1, 72h) and fluorescence
was analyzed by flow cytometry. The histogram represents the expression of Mx1 (RMFI) by each cell line (NI is in light gray and
MV in dark gray), and the scatter plot shows Mx1 expression by groups (healthy cells, tumor cells with no MV replication, tumor
cells with MV replication). Results are expressed as the mean +SEM of three independent experiments. *p < 0.05, One-way ANOVA

(Kruskal-Wallis).
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Our data also show that the sensitivity of tumor cell lines
is not correlated to overexpression of the MV cell receptor
CD46, contrary to what has been described in the literature
[3, 7]. Nevertheless, the virus needs CD46 to enter the
cells. In a search for factors that affect the sensitivity of
MPM tumor cells to MV oncolytic activity, we studied
the innate antiviral type | and Il IFN immune response
of these cells. Our results suggest that MV enters into
all tumor cell lines and healthy cells, since we observed
the upregulation of genes encoding the cytoplasmic viral
sensors RIG-1 and MDADS in the presence of the virus.
However, we observed type | IFN production (IFN-a and
-B) mainly by insensitive tumor cell lines and healthy
cells exposed to MV. More strikingly, when we analyzed
the expression of the ISG Mx1, we found this protein
in the cytoplasm of all insensitive tumor cell lines and
healthy cells exposed to MV. In contrast, eleven out of
fifteen sensitive tumor cell lines were unable to express a
high level of Mx1 in response to MV. Overall, this study
suggests that about 70% of MPM patients are potentially
sensitive to MV oncolytic activity and that this activity
depends on defects in the intracellular innate antiviral
response in MPM tumor cells rather than on CD46
overexpression on the cell surface.

We observed that exposure of insensitive tumor cell
lines or healthy cells to high titers of MV (MOI = 10)
results in viability loss for the majority of them. This is
likely due to the induction of the innate antiviral immune
response that is known to affect viability, notably by
limiting host translational activity or by inducing apoptosis
[19]. This is particularly true for the MPM tumor cell lines
Meso95 and Meso150. For these cells, we observed that
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of neighboring non-infected cells (Supplemental video
2). Apoptosis of non-infected cells was also observed at
the lowest MOI, suggesting that a few infected cells are
sufficient to induce apoptosis of neighboring cells. We
classified Meso95 and Meso150 as tumor cell lines that
are insensitive to MV replication. However, they could be
considered as sensitive to the oncolytic activity of MV,
even if MV replication is limited to a few cells. Overall,
these results show that seventeen out of the twenty-two
studied MPM tumor cell lines (77%) are sensitive to the
oncolytic activity of MV. Furthermore, MV still has an
effect on insensitive tumor cell lines by inducing a strong
type | IFN response that could be beneficial for the patient
by increasing tumor immunogenicity [26-28].

Two other groups recently studied the implication
of the intracellular antiviral response on the sensitivity
of tumor cell lines to MV oncolytic activity [16-18].
Berchtold and collaborators studied the sensitivity of
eight human sarcoma tumor cell lines to the Schwarz
strain of MV [18]. They found that five out of eight tumor
cell lines were sensitive, whereas the remaining three
were not. They then observed that the three insensitive
cell lines express on their surface a lower level of CD46
molecules compared to the five sensitive cell lines, a result
compatible with the accepted view that the oncolytic
activity of MV depends on overexpression of CD46 by
tumor cells [3, 7]. They also analyzed type | IFN response
in tumor cells exposed to MV. When they analyzed the
completion of this response by measuring expression of
the ISG IFITL1, they found that it was expressed in the
three insensitive cell lines and only in one out of the five
sensitive cell lines. This last result matches our results
that were obtained on a larger series of tumor cell lines
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Figure 7: Type | IFN inhibit MV replication in the majority of MV-sensitive tumor cell lines. MPM cell lines were
infected with MV-ch (MOI = 1) in the presence of different amounts of IFN | (IFN-a and IFN-B) for MV replication assay. The
fluorescence values correspond to the ratio between the fluorescence measured in infected tumor cells in the presence or absence of
type I IFN and the non- infected cells. Data represent the mean £SEM of three independent experiments.
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and also on some healthy primary cells. The same group
confirmed this result in an additional study where they
analyzed type I IFN response in five MV-insensitive tumor
cell lines compared to one sensitive tumor cell line [17].
They found that four out of the five insensitive tumor cell
lines expressed IFIT1 in the presence of the virus, whereas
the remaining insensitive cell line and the sensitive one
did not develop a type I IFN response. The MV receptor
level was not measured in this study. Finally, Patel and
collaborators studied the sensitivity of seven human lung
adenocarcinoma cell lines and two types of healthy cells to
the Edmonston strain of MV [16]. They also analyzed PKR
antiviral activity, whose expression is dependent on the
type I IFN response, in two sensitive and one insensitive
tumor cell line. Their results suggest that the PKR antiviral
activity plays a role in the limited infection of the resistant
tumor cell line by limiting the host transcriptional activity.
Overall, our study performed on twenty-two MPM cell
lines and four types of primary cells confirms and extends
the previous conclusions obtained on a limited number
of tumor cell lines that the type I IFN response in tumor
cells affects their sensitivity to MV oncolytic activity.
Furthermore, we clearly show that type I IFN defects play
a greater role than CD46 overexpression.

We observed that some tumor cell lines that appear
to develop atype I IFN response are nevertheless sensitive
to MV oncolytic activity, as also observed in other studies
[16-18]. This observation could be explained by the
presence of two cellular subpopulations in these tumor
cell lines: one sensitive subpopulation unable to express
ISG in the presence of the virus, and one insensitive
subpopulation competentin type | IFN response. However,
we ruled out this hypothesis since we observed only one
Mx1-positive population in these tumor cell lines in the
presence of MV. This suggests that in sensitive tumor
cell lines that produce type | IFN and express Mx1 in
response to MV, other ISG involved in the inhibition of
MV replication are missing. Indeed, while hundreds of
ISG have been identified, we only studied Mx1 whose
role in MV replication is not well characterized, especially
with attenuated strains [29, 30]. Furthermore, thisactivity
is likely to be cell-type dependent. It is thus possible that
Mx1 antiviral activity acts in combination with other ISG
that are not expressed in the four sensitive tumor cell lines
that produce type | IFN and express Mx1 in response
to MV, whereas these required 1SG are expressed in
the seven insensitive tumor cell lines, thereby blocking
MV replication. In support of this hypothesis, it was
demonstrated in a study that analyzed expression of 380
ISG in response to a panel of viruses that most ISG do not
inhibit viral replication when expressed individually, and
that antiviral activity is observed when ISG are expressed
in combination [31, 32].

We thought to confirm these results in vivo with
experiments on human MPM tumors engrafted in
immunodeficient mice as we previously did for colon and

lung adenocarcinoma [33]. However, these models are
very different from what may happen inimmunocompetent
patients. Indeed, in these models, healthy mouse cells do
not express receptors for MV and would not produce type
I IFN. In addition, there is no immune system in these
mice to respond to type | IFN produced by insensitive
tumor cells. Thus, an immunocompetent animal model for
mesothelioma needs to be developed to extend this study
in vivo.

MV is currently being evaluated in clinical trials for
the treatment of different types of cancers [1] and the first
published results are promising [4-6, 34]. In our study,
we define more precisely the mechanisms that dictate the
sensitivity of MPM tumor cells to MV. These mechanisms
should be taken into consideration to analyze the clinical
outcome of MV-based virotherapy. It would be probably
informative to know the type | IFN response capability of
tumor cells from responding patients to better understand
the efficacy of this therapeutic strategy.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human MPM cell lines (from Meso4 to Meso225)
were established in our laboratory from pleural effusions
collected by thoracocentesis, and genetically characterized
[23]. All patients gave their informed consent. All cell lines
were maintained in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 100U/mL
penicillin, 100pug/mL streptomycin and 2mM L-glutamine
(all reagents from Gibco-Invitrogen) and cultured at 37°C
ina 5% CoO, atmosphere.

Normal peritoneal mesothelial cells MES-F were
purchased from Tebu-bio, pulmonary fibroblasts CCD-
19Lu from the ATCC-LGC Standards, and pulmonary
endothelial cells HMVEC-L from Lonza. These cells
were cultured in their specific media according to the
manufacturers’ recommendations. The bronchial epithelial
cells were obtained and cultured as previously described
[35]. Cells were routinely checked for Mycoplasma
contamination using the PlasmoTest™ from InvivoGen.

MV infection

Live-attenuated Schwarz vaccine strain of measles
virus (MV), MV recombinant for the enhanced green
fluorescent protein (MV-eGFP) and MV recombinant for
the cherry protein (MV-ch) were produced and purified
as previously described [36]. Infection of cells with the
different measles virus vaccinal strains lasted 2 hours at
37°C. Viral inoculum was then replaced by fresh culture
medium, unless otherwise indicated.
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MV replication assay

A day before infection, cells were seeded in 96-well
plates, at a density of 5,000 cells/well for the MPM cell
lines, and at the recommended density for each healthy
cell type. Different multiplicities of infection (MOI)
were used for infection with MV-ch (0.1, 1 and 10).
Fluorescence at 610nm was analyzed every day during
10 days using a ChemiDoc™ MP imaging system (Bio-
Rad). Quantification was performed using Image Lab
4.1 Software (Bio-Rad) with the relative fluorescence
corresponding to the ratio between the fluorescence
measured in infected cells and the non-infected cells. The
medium was replaced every 3 days to match the conditions
of the cell viability assay. For the CD46 blocking assay, we
used a CD46-specific mAb (clone M177, Hycult Biotech)
or a mouse 1gG1 isotype as a control (clone MOPC-21,
Biolegend) at a final concentration of 10ug/mL. These
antibodies were added 30 minutes before adding the MV-
ch atan MOI = 1. To test the inhibition of MV replication
with type | IFN, we added rhIFN-alpha-2a and rhIFN-
beta-1a (ImmunoTools) at concentrations ranging from
101U/mL to 10,0001U/mL, 4 hours before the infection
with MV-ch at MOI = 1, and the viral inoculum was not
replaced for this assay.

Cell viability assay

Cells were seeded in 96-well plates and infected
with MV as described in the previous paragraph. Cell
viability was measured using Uptiblue reagent (Interchim),
an oxidation-reduction sensor that indicates cell metabolic
activity. At days 3, 6 and 9 after the infection, the Uptiblue
reagent was added (5%, v/v) into the culture medium
for 2 hours at 37°C. Fluorescence was then measured at
590nm using a ChemiDoc™ MP imaging system (Bio-
Rad). Quantification was performed using Image Lab 4.1
Software (Bio-Rad) and the viability was expressed as a
percentage compared to non-infected cell viability. Culture
medium containing Uptiblue was then replaced by fresh
medium to continue the kinetic experiment.

Video microscopy

A day before infection, cells were seeded in 24-
well plates, at a density of 10°cells/well for the MPM cell
lines, and at the recommended density for healthy cells.
Cells were infected with MV-eGFP (MOI = 1). The time-
lapse video microscopy was performed using a Leica
DMI16000B microscope with a 10x objective. Images were
acquired every 15 or 30 minutes for 3 to 4.5 days. We used
MetaMorph® Microscopy Automation & Image Analysis
Software (version 7.8) and Fiji Software for acquisition
and analysis.

Flow cytometry

To measure CD46 expression on the cell surface, we
stained the cells with a FITC-conjugated anti-CD46 mAb
(clone E4.3, BD Biosciences). Fluorescence was measured
on FACS Calibur (BD Biosciences) and analyzed using
FlowJo software. The results are expressed as relative
mean of fluorescence intensity (RMFI). To measure
Mx1 in the cytoplasm 72 hours after infection with MV
at MOI = 1, cells were fixed with PBS containing 4%
paraformaldehyde for 10 minutes at room temperature.
Cell washes and mAb dilutions were performed with PBS
containing 0.1% BSA (bovine serum albumin) and 0.1%
saponin. Unconjugated anti-Mx1 mAb (clone M143, Dr.
Georg Kochs, University Medical Center Freiburg) and,
as a control, an unconjugated mouse 1gG2a isotype (clone
MOPC-173, Biolegend) were used. A DyLight™488-
conjugated anti-mouse IgG antibody (clone Poly4053,
Biolegend) was used as secondary antibody. The results
are expressed as RMFI.

Real-time RT-gPCR

MPM cell lines and healthy cells were seeded
in 6-well plates at a density of 0.5x10°cells/well and
infected with MV at MOI = 1. 72 hours after infection,
total cell RNA was extracted using the Nucleospin®
RNA I1 kit (Macherey-Nagel) and 0.5ug total RNA was
reverse transcribed using MMLV reverse transcriptase
(Invitrogen). PCR reactions were conducted using
QuantiTect primer assays (Qiagen) and Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Fisher Scientific)
according to the manufacturer’s instructions. Gene
expression was analyzed in non-infected and infected
cells using QuantiTect primers pairs for IFNAL (coding
for IFN-a), IFNB1 (IFN-B), IFNL1 (IFN-11), Mx1 (Mx1),
DDX58 (RIG-1) and IFIH1 (MDADb). The gene expression
was expressed as relative expression compared to the
expression of a housekeeping gene that encodes human
large ribosomal protein (RPLPO).

Cytokine detection

IFN-o and IFN-f production were measured by
ELISA (MabTech and PBL Assay Science, respectively),
according to the manufacturer’s instructions. Supernatants
of MPM cell lines and healthy cells were collected
72 hours after infection with MV at MOI = 1 and used
directly for ELISA without freezing.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5 software (GraphPad Software Inc.) . Tocompare

103



two groups, a nonparametric, one-sided, unpaired Mann-
Whitney comparison test was used. For statistical analysis
comparing more than two groups, nonparametric one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis test) was used, with Dunn’s post-
test. All data are presented as mean+SEM. P values less
than 0.05 were considered to be statistically significant. *p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Supplemental figure 1. MV replication measured by time-lapse video microscopy. MPM
cell lines were infected with MV-eGFP at MOI=1. Fluorescence microscopy video was
performed with a picture taken every 30 minutes with a Leica DMI6000B microscope with a
10x objective. The fluorescence values correspond to the mean of GFP fluorescence measured
per field. Results are expressed as the mean of four randomly selected fields.
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Supplemental figure 2. MPM tumor cell lines and healthy cells do not express CD150
and nectin-4 at their surface. Expression of CD150 and nectin-4 was measured on the cell
surface by flow cytometry. Melanoma M18 and colorectal adenocarcinoma HT29 tumor cells
were used as positive controls for the expression of CD150 and nectin-4, respectively. The
results are expressed as the RMFI mean+SEM of three independent experiments.
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Supplemental figure 3. The sensitivity to MV infection does not depend on defects of the
antiviral type 111 IFN response. The expression of the gene IFNL1 coding for IFN-AL,
implicated in the antiviral type Il IFN response, was analyzed by RT-qPCR 72h after MV
infection of tumor and healthy cells (MOI=1). The expression is expressed as relative
expression compared to RPLPO gene expression. Non-infected cells (NI) are in light gray and
infected cells (MV) are in dark gray. A histogram shows the expression by each cell line, and
a scatter plot shows the expression by groups (healthy cells, tumor cells with no MV
replication, tumor cells with MV replication). Results are expressed as the mean £SEM of
three independent experiments. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, one-way ANOVA
(Kruskal-Wallis).

107



Carole Achard, Jean-Baptiste Guillerme, Nicolas Boisgerault, Chantal Combredet, Frédéric Tangy,

Marc Grégoire and Jean-Francois Fonteneau.

Introduction : Le virus atténué de la rougeole (MV) est un virus oncolytique actuellement
évalué dans des essais cliniques en tant qu’agent thérapeutique contre le cancer. Bien qu’a
I’origine il soit considéré que I’efficacité du MV se base sur son activité lytique envers les
cellules tumorales, il est désormais admis qu’elle repose également sur sa capacité a activer
les cellules dendritiques (DC) permettant d’initier des réponses immunitaires anti-tumorales.
En effet, le MV induit la mort immunogéne des cellules tumorales, permettant d’activer la
maturation des DC et leur capacité de présentation croisée d’antigénes de tumeur a des
lymphocytes T CD8". En plus de leur fonction de cellules présentatrices d’antigénes, les DC
peuvent exercer une activité cytotoxique. Dans notre étude, nous avons analysé la capacité du

MYV a activer les fonctions cytotoxiques des DC.

Méthodes : Nous avons étudié la capacité du MV a induire 1’acquisition de marqueurs de
cytotoxicité par les DC myéloides CD1c" et les DC plasmacytoides (pDC) du sang. Pour cela,
nous avons analysé I’expression de TRAIL, du granzyme B et de la perforine par les DC en
réponse au MV. Nous avons ensuite voulu identifier les senseurs du MV responsables de
I’activation des DC en utilisant des inhibiteurs spécifiques des récepteurs cytoplasmiques
RLR (RIG-I et Mda5) et du TLR7 présent dans le compartiment endolysosomal. Enfin, nous
avons valide les fonctions cytotoxiques des DC activées par le MV envers les cellules cibles

Jurkat sensibles a la lyse médiée par TRAIL.

Résultats : Nous montrons que le MV induit I’expression de TRAIL a la surface des DC
CD1c" et des pDC, de maniére dépendante de leur sécrétion d’IFN-a en réponse au MV. Le
MYV induit la sécrétion de granzyme B par les pDC uniquement, tandis que la perforine n’est
pas exprimée par les deux types de DC. Nous démontrons ensuite que dans les pDC, les voies
de signalisation TLR7 et RLR sont activées par le MV, suite a la reconnaissance de I’ARN
simple brin génomique ou d’intermédiaires réplicatifs. Cela provoque la sécrétion d’une
importante quantité d’IFN-a qui induit I’expression de TRAIL. En revanche, dans les DC

CD1c", seuls les RLR sont impliqués, entrainant la production d’une plus faible quantité
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d’IFN-a qui permet néanmoins 1I’expression de TRAIL a leur surface. Enfin, les DC CD1c" et
les pDC activées par le MV deviennent fonctionnellement cytotoxiques, capables d’induire la
lyse médiée par TRAIL des cellules cibles Jurkat.

Conclusion : Nous montrons que le MV, détecté dans les DC myéloides et dans les pDC par
différents senseurs, est capable d’activer leurs propriétés cytotoxiques via 1’expression de
TRAIL, dépendante de la sécrétion d’IFN-a. Ces DC cytotoxiques pourraient participer a
I’éradication des cellules tumorales. D’autre part, la sécrétion d’IFN-a par les DC peut
contribuer a I’établissement de réponses immunitaires anti-tumorales. Ainsi, en activant
différentes fonctions anti-tumorales des DC, le MV représente un agent immunothérapeutique

intéressant.
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Abstract

Attenuated measles virus (MV) is currently being evaluated in clinical trials as an
oncolytic therapeutic agent against cancer. Originally based on its lytic activity against tumor
cells, it is now admitted that the effectiveness of MV also lies in its ability to initiate
antitumor immune responses through the activation of dendritic cells (DCs). In this study, we
investigated the capacity of oncolytic MV to convert human blood myeloid CD1c+ DCs and
plasmacytoid DCs (pDCs) into cytotoxic effectors. We found that MV induces the expression
of the cytotoxic protein TRAIL on the surface of DCs. We demonstrate that the secretion of
IFN-a by DCs in response to MV is responsible for the TRAIL expression. We then sought to
identify the sensors involved in the detection of MV by these DCs, leading to the secretion of
IFN-a and the subsequent TRAIL expression. We show that low amount of IFN-a, sufficient
to induce TRAIL expression, is secreted by CD1c+ DCs after the recognition of the MV
genome and replication intermediates by the RIG-I like receptors (RLRs). In pDCs, MV s
recognized by the RLRs and also by the TLR7, which binds to the MV single-stranded RNA
(ssSRNA) independently of MV replication and leads to the secretion of high amount of IFN-a.
Finally, we showed that MV-stimulated DCs induce the specific lysis of Jurkat cells sensitive
to TRAIL-mediated death. Our results demonstrate that MV can activate cytotoxic myeloid

CD1c+ DCs and pDCs, which may participate to the antitumor immune response.

Keywords

Oncolytic virus, measles virus, myeloid dendritic cells, plasmacytoid dendritic cells, type |

interferon, TRAIL
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Introduction

Among the viruses currently evaluated for their antitumor properties, attenuated
strains of measles virus (MV) display a potent and spontaneous oncolytic activity against a
wide variety of cancers [1, 2]. Indeed, MV Schwarz and Edmonston live-attenuated vaccine
strains preferentially infect and kill tumor cells, since they often overexpress CD46, the major
receptor for attenuated MV, and present defects in the antiviral innate immune response [3-5].
Phase 1 clinical trials using MV Edmonston were conducted against cutaneous T cell
lymphoma [6], ovarian cancer [7, 8] and disseminated multiple myeloma [9], and encouraging
clinical benefits were observed. Although the effectiveness of oncolytic viruses, including
MV, was originally thought to be mainly based on their lytic activity against tumor cells,
growing evidence now points out their ability to initiate systemic antitumor immune
responses [8, 10, 11]. They are therefore considered as new immunotherapeutic agents against
cancer [12].

Oncolytic MV can stimulate antitumor immune responses through its ability to
stimulate dendritic cells (DCs) [13-15]. DCs are antigen presenting cells (APCs) that play a
central role in the establishment of immune responses notably by inducing antigen-specific T
cell responses [16]. In humans, numerous DC subsets have been characterized, based on their
phenotype, localization and function [17]. In the blood, three main DC subsets are found: the
myeloid CD141+ DCs and CD1c+ DCs, and the plasmacytoid dendritic cells (pDCs) that
produce huge amounts of type I IFN in response to viruses in addition to display APC
functions [18-20]. DCs are also able to exert cytotoxic activity after appropriate activation
[21]. Indeed, the expression of the TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) protein on
the surface of DCs elicits the death of target cells that express TRAIL receptors, such as
tumor cells and infected cells [22-25]. It has been described that Mo-DCs (monocyte-derived

DCs) infected with the wt (wild-type) strain of MV [26, 27], pDCs exposed to inactivated
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influenza virus [28] or pDCs from HIV (human immunodeficiency virus)-infected patients
[29, 30] express TRAIL after secreting IFN-o and are responsible for the lysis of TRAIL-
sensitive cells. In addition, exposure of pDCs in vitro to TLR7/8 and TLR9 agonists endows
them with a tumoricidal activity that rely on their TRAIL expression [28, 31, 32].

Several types of PRRs (pattern recognition receptors) are found in DCs, such as the
ubiquitously expressed RLRs (RIG-I-like receptors) or the TLRs (Toll-like receptors) whose
expression is more restricted. These receptors allow them to recognize invading pathogens
[33]. Among the PRRs, the cytosolic RLRs RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) and Mda5
(melanoma differentiation-associated protein 5) are able to recognize the MV ssRNA and its
replication intermediates [34, 35]. After activation of these RLRs, the signal transduces
through MAVS (mitochondrial antiviral signaling) proteins, allowing the activation of TBK-1
(TANK-binding kinase 1) and different IKKs (kB kinases, IKK-a, -p and -¢), responsible for
the activation of the transcription factors IRF-3 and -7 (IFN regulatory factor) and NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells) [36]. These activated
transcription factors lead to the expression of the genes encoding the type | IFN-a and -3, as
well as other pro-inflammatory cytokines or antiviral proteins. MV can also stimulate directly
pDCs that recognize the MV ssRNA through TLR7 in the endosomal/lysosomal compartment
[15]. After the detection of viral SSRNA by TLR7, the MyD88 pathway induces the activation
of NF-xB and IRF-7 that leads to the secretion of large amounts of IFN-a [37].

We have previously shown that MV-infected tumor cells induce a strong IFN-a
secretion by triggering TLR7 activation in pDCs [15]. Furthermore, wt MV is able to generate
cytotoxic Mo-DCs [26]. Thus, in our study, we addressed in vitro the ability of MV Schwarz
to induce cytotoxic functions in human blood pDCs and CD1c+ DCs. We show that after
exposure to MV, pDCs and CD1c+ DCs secrete IFN-a, leading to the expression of TRAIL

on their surface. We then analyzed the sensors potentially involved in the recognition of MV
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in these DCs. We demonstrate that in pDCs, both TLR7 and RLRs pathways are activated and
responsible for the secretion of high amounts of IFN-o and the subsequent expression of
TRAIL, whereas in CD1c+ DCs, MV triggers only the RLRs signaling pathway that results in
the production of a low amount of IFN-a which is still sufficient to induce TRAIL expression.
We finally assessed the functional cytotoxic activity of the DCs against TRAIL-sensitive
Jurkat cells. Our results show that pDCs and CD1c+ DCs activated by MV become efficient

cytotoxic effectors that can cause lysis of TRAIL-sensitive cells.
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Results
MV induces TRAIL expression and IFN-« secretion by pDCs and CD1c+ DCs

To determine whether MV is able to induce the expression of cytotoxic proteins by
DCs, we exposed pDCs and CD1c+ DCs to the virus at a MOI (Multiplicity of infection) of
10 and assessed the expression of TRAIL, granzyme B and perforin. We also analyzed the
expression of the maturation marker CD83 and the secretion of IFN-a. pDCs expressed CD83
and TRAIL on their surface after exposure to MV and IL-3, compared to the pDCs cultured
with the survival factor IL-3 alone (Figure 1A). As previously reported [15], MV also induced
the secretion of a large amount of IFN-o by pDCs (Figure 1A). Like pDCs, the myeloid
CD1c+ DCs expressed CD83 and TRAIL after exposure to MV, but they secreted smaller
amounts of IFN-a (Figure 1B). The two subsets of DCs responded differently to the TLR7
specific agonist R837. pDCs exposed to R837 expressed CD83, TRAIL and secreted IFN-a,
although to a lesser extent than in response to MV (6-fold difference) (Figure 1A). In contrast,
CD1c+ DCs exposed to R837 only expressed the maturation marker CD83 and totally failed
to express TRAIL and to secrete IFN-a (Figure 1B). We also measured the expression of two
other markers involved in the cytotoxic activity: granzyme B and perforin. Whereas neither
pDCs nor CD1c+ DCs secreted perforin in response to MV and R837 (data not shown),
granzyme B was secreted only by pDCs exposed to IL-3 or to MV in presence of IL-3
(Supplemental Figure 1).

In previous studies, we showed that oncolytic MV Schwarz induces immunogenic
death of tumor cells, whereas UV irradiation induces a non-immunogenic cell death [13, 15].
We thus analyzed whether pDCs and CD1c+ DCs expressed TRAIL in response to MV-
infected tumor cells compared to UV-irradiated tumor cells. We observed TRAIL expression
by pDCs and CD1c+ DCs only when they are co-cultured with MV-infected tumor cells

(Supplemental Figure 2).
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TRAIL expression depends on IFN-a secreted by DCs exposed to MV

It is known that the gene encoding TRAIL is an interferon-stimulated gene (ISG) and
different studies have shown that type | IFNs are required to induce TRAIL expression on
DCs [38, 39]. Thus, we investigated whether TRAIL expression is affected by the
pretreatment of pDCs and CD1c+ DCs with Ruxolitinib, an inhibitor of the Janus kinases
JAK1 and 2 implicated in the IFNAR (IFN-a/p Receptor) signaling. The fraction of pDCs
expressing TRAIL in response to MV or R837 was drastically reduced after pretreatment with
Ruxolitinib (Figure 2A). Similarly, Ruxolitinib inhibited the expression of TRAIL on CD1c+
DCs exposed to MV (Figure 2B). We then confirmed that the addition of exogenous type |
IFNs induced expression of TRAIL by pDCs and CD1c+ DCs (Figure 2C). Treatment of
these two types of DCs with Ruxolitinib prior to type | IFN exposure prevented TRAIL
expression (Figure 2C). These results indicate that MV is able to induce TRAIL expression on

pDCs and CD1c+ DCs following the secretion of IFN-a..

MV induces IFN-a and TRAIL expression after RLR activation in CD1c+ DCs and RLR/TLR7
activation in pDCs

Next, we sought to identify the sensors involved in the recognition of MV in pDCs and
CD1c+ DCs, leading to the secretion of IFN-a and the subsequent expression of TRAIL
(Figure 3). We used two inhibitors: IRS661, a specific inhibitor of TLR7, and MRT67307,
which inhibits the kinases TBK1 and IKK-¢ that transduce the signal from the RLRs RIG-I
and Mda5 [40]. Regarding the pDCs exposed to MV, pretreatment with IRS661 reduced the
secretion of IFN-a by more than 20 folds (Figure 3A). However, the expression of TRAIL
induced by MV was not modified by IRS661, certainly because the pDCs still secreted a
significant amount of IFN-a. In contrast, IRS661 is able to completely prevent the IFN-a

production and the TRAIL expression induced by the TLR7 agonist R837, suggesting that
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MV is not detected only by TLR7 in pDCs but at least by one other sensor. Pretreatment of
pDCs with MRT67307, before exposure to MV, resulted in an important reduction of IFN-a
secretion (538,2 pg/mL compared to 57 689,5 pg/mL when pDCs are exposed to MV alone),
associated with a smaller fraction of TRAIL+ pDCs (Figure 3A). Moreover, the addition of
both IRS661 and MRT67307 almost completely inhibited the secretion of IFN-a and the
expression of TRAIL on pDCs exposed to MV. These results show that two different types of
sensors are involved in the recognition of MV RNA in pDCs, leading to the production of
IFN-a and the expression of TRAIL: TLR7 and the cytosolic RLRs RIG-1 and Mda5.

We also performed the same experiments on CD1c+ DCs. We observed that the
pretreatment with the TLR7 inhibitor IRS661 hardly inhibited the secretion of IFN-o by
CD1c+ DCs exposed to MV and did not affect their TRAIL expression (Figure 3B). These
results suggest that TLR7 is barely implicated in the recognition of MV in CD1c+ DCs.
Nevertheless, the RLRs inhibitor MRT67307 strongly reduced the secretion of IFN-a and the
fraction of CD1c+ DCs that express TRAIL, but contrary to the pDCs, no synergy was
observed between the two inhibitors IRS661 and MRT67307, compared to the MRT67307
alone. These observations revealed that CD1c+ DCs are able to detect MV RNA in their
cytoplasm mainly through cytosolic RLRs to induce the secretion of IFN-a and TRAIL
expression. We then used a UV-inactivated MV to confirm these results. Indeed, the UV
irradiation impairs the replication of the virus and the formation of replication intermediates,
thus inhibiting the recognition by the RLRs, but the UV-inactivated MV should be still
recognized by TLR?7 since viral replication is not required [41, 42]. UV-inactivated MV failed
to induce IFN-o secretion and TRAIL expression by CD1c+ DCs (Figure 3B). This result
confirmed that MV replication is necessary in CD1c+ DCs to induce IFN-o secretion and
TRAIL expression through the RLRs pathway, since the TLR7 is not activated in response to

UV-inactivated MV. In contrast, the UV-inactivated MV was still able to induce the secretion
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of a high amount of IFN-a and TRAIL expression by pDCs through TLR7 activation, since
IRS661 reduced the production of IFN-a in this condition (data not shown).

To confirm that the activation of cytosolic RLRs can lead to the generation of pDCs
and CD1c+ DCs that secrete IFN-o and express TRAIL, we used two synthetic RLRs
agonists, 5’-ppp-dsRNA LyoVec (5’ triphosphate double-stranded RNA) and Polyl:C HMW
LyoVec (Polyl:C High Molecular Weight LyoVec), which are recognized by RIG-I and
Mda5, respectively. The cationic lipid transfection reagent LyoVec complexed with these
agonists facilitates their uptake. We showed that these two agonists induced the secretion of
IFN-a by pDCs and CD1c+ DCs, but at higher amounts for the pDCs, especially for 5’-ppp-
dsRNA LyoVec (Figure 3C and D). The production of IFN-a was associated with the
expression of TRAIL on DCs (Figure 3C and D). To ensure that this was due to the respective
cytosolic RLRs, we pretreated the DCs with the specific inhibitor MRT67307. Regarding the
pDCs exposed to the RLRs agonists, MRT67307 reduced the secretion of IFN-o compared to
non-pretreated cells (Figure 3C). The decrease in TRAIL expression induced by MRT67307
was more evident on pDCs exposed to the Polyl:C HMW LyoVec than on pDCs exposed to
5’-ppp-dsRNA LyoVec, probably because the latter still expressed enough IFN-a to induce
TRAIL expression. MRT67307 completely abolished the secretion of IFN-a by CD1c+ DCs
activated by the RLRs agonists, and the fraction of CD1c+ DCs expressing TRAIL was
significantly reduced, about 4-fold decrease for the CDIct+ DCs stimulated with 5’-ppp-
dsRNA LyoVec and 5-fold decrease for those stimulated with Polyl:C HMW LyoVec (Figure
3D).

Together, these results demonstrate that MV is detected in DCs through two distinct
pathways. We show that the secretion of IFN-a and the subsequent TRAIL expression depend
on the recognition of MV by TLR7 and the cytosolic RLRs in pDCs, whereas only the RLRs

are involved in CD1c+ DCs.
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DCs activated with MV acquire a functional cytotoxic activity

To further characterize the cytotoxic activity of the TRAIL+ DCs, we performed a
cytotoxic assay with Jurkat cells as target cells, as they express the TRAIL receptor DR5
(death receptor 5) and are sensitive to TRAIL-dependent cell death [31].

At an effector:target ratio of 20:1, we detected that 18,1% of Jurkat cells were
specifically lyzed by pDCs exposed to MV (Figure 4A). This specific lysis was reduced when
pDCs were pretreated with MRT67307, a combination of MRT67307 and IRS661, or
Ruxolitinib, but not when pDCs were pretreated with IRS661 alone. Thus, the specific lysis of
Jurkat cells by pDCs correlated with their TRAIL expression (Figures 2A, 3A and 4A). After
stimulation with the TLR7 agonist R837, the pDCs were able to lyze 21% of Jurkat cells.
Moreover, pDCs acquired a functional cytotoxic activity against Jurkat cells after activation
with exogenous type | IFN or the RIG-I agonist 5’-ppp-dsRNA LyoVec, which was abolished
by the specific inhibitors Ruxolitinib and MRT67307, respectively.

The CD1c+ DCs were also able to kill Jurkat cells after exposure to MV (15% of
specific lysis), and this ability was reduced by the different inhibitors (Figure 4B). Like the
expression of TRAIL, the specific lysis of Jurkat cells was affected by the RLR signaling
inhibitor MRT67307, but not by the TLR7 inhibitor IRS661 (Figure 3B and 4B). As expected,
the UV-inactivated MV, as well as R837, did not generate functional cytotoxic CD1c+ DCs
(Figure 4B). However, like for pDCs, exogenous type I IFN and 5’-ppp-dsRNA LyoVec
induce cytotoxic CD1c+ DCs and this ability was almost lost when these DCs were pretreated
with the specific inhibitors Ruxolitinib or MRT67307, respectively. These results match those

of TRAIL expression (Figures 2C and 3D).
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Discussion

Several studies show that DCs can become cytotoxic after stimulation by viruses,
especially RNA viruses, or with different TLRs agonists [21]. This phenomenon has been
described more extensively for the pDC subset. In this study, we showed that oncolytic MV
induces the expression of the pro-apoptotic protein TRAIL on human blood myeloid CD1c+
DCs and pDCs. We also determined that MV induces the secretion of large amounts of IFN-a
by pDCs, whereas CDlc+ DCs secrete this cytokine in lower quantities. We then
demonstrated, using the type | IFN-signaling inhibitor Ruxolitinib, that the IFN-a secreted by
both subsets of DCs in response to MV is involved in TRAIL expression. We showed that the
IFN-a secretion and the subsequent TRAIL expression are triggered by the detection of MV
by the cytosolic RLRs in CD1c+ DCs, whereas in pDCs both RLR and TLR7 signaling
pathways are involved.

Our results are consistent with other works, showing that TRAIL expression on Mo-
DCs and pDCs depends on IFN-a secretion induced by their stimulation [27, 28, 30, 31].
However, one study revealed that TRAIL can also be rapidly expressed on pDCs after a TLR7
stimulation, following STAT1 phosphorylation and independently of their IFN-a secretion
[43].

Several studies were conducted to identify which signaling pathway is involved in the
detection of RNA viruses and the subsequent activation of plasmacytoid and myeloid DCs.
Experiments have been performed using DCs from mice deficient for different components of
the RLR pathway such as RIG-I [44], TBK-1 and IKK-¢ [45] or MAVS [46], and from mice
deficient for TLR7 or MyD88, which is involved in the TLR7 signaling pathway [44].
Together, these reports suggest that the RLR pathway is exploited by myeloid DCs to
recognize and respond to RNA viruses, whereas pDCs respond exclusively through TLR7.

pDCs are known to be specialized in the antiviral immune responses as they are the most
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important source of type I IFN in response to viruses through TLR7 and TLR9 [47]. However,
the model based only on the TLR7-sensing of RNA viruses in pDCs has been reconsidered.
Indeed, in their study, Kato et al. [44] noted that IFN-a secretion by NDV (Newcastle disease
virus)-stimulated pDCs from MyD88-deficient mice is impaired, but not completely
abrogated. This suggests that another pathway, potentially involving RIG-1, may contribute to
type | IFN response to RNA viruses in pDCs. Hornung and collaborators demonstrated that
single-stranded RNA viruses such as paramyxoviruses, entering pDCs via cell fusion, are able
to induce a replication-dependent IFN-a secretion independently of TLR7 detection [48].
Moreover, a recent study highlighted the involvement of the RLR signaling in pDCs
responding to the yellow fever live vaccine YF-17D, which is a positive-sense RNA virus
[49]. The authors demonstrated that this virus is able to stimulate either the TLR7 or the RIG-
| signaling pathway in pDCs, depending on how it enters the cells. In this model, free viral
particles stimulate RIG-I in a replication-dependent manner, whereas the TLR7-dependent
IFN-a secretion is triggered by the contact between pDCs and virus-infected cells. The
authors performed gene-silencing experiments on Gen2.2 cells, a leukemic pDC cell line
which shares phenotypic and functional features with normal pDCs [28], to severely reduce
either the expression of TLR7 or RIG-I and thus confirmed the results obtained with specific
inhibitors of these signaling pathways. In our study, we showed that MV activates the RLR
pathway in addition to TLR7 in pDCs, since the specific inhibition of TLR7 with IRS661
alone is not sufficient to abrogate the secretion of IFN-a and the expression of TRAIL, which
require the use of specific inhibitors of both the TLR7 and RLR signaling pathways.

As the TLR and the RLR signaling pathways are supposed to be distinct, we did not
expect to obtain such an important reduction of IFN-o secretion and TRAIL expression on
pDCs following pretreatment with the RLR inhibitor MRT67307 alone, which inhibits the

kinases TBK1 and IKK-g. However, a study shows that the specific TLR7 agonist R837

121



induces the activation of TBK1 through its phosphorylation in bone marrow-derived
macrophages (BMDMs), suggesting that a TLR agonist that engages MyD88 can activate an
IKK-related kinase [50]. Furthermore, two reports simultaneously demonstrated that the
protein TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3), which links TLR adaptor proteins to
downstream kinases and thus leads to the activation of TBK1 and IKK-g, is involved in the
TLR7-dependent type | IFN production in pDCs [51] and in BMDMs [52]. It is thus possible
that MRT67307 inhibited not only the RLR signaling but also partly the TLR7 signaling.
Regarding the CD1c+ DCs, we found that only the RLR pathway is involved in the
secretion of IFN-a and the expression of TRAIL in response to MV. There is a controversy
concerning the expression of TLR7 by CD1c+ DCs, with some reports indicating that these
DCs express it [53-55], although at a much lower level than pDCs, whereas others studies
show an expression restricted to pDCs [56, 57]. Even if we show here that R837 induces the
expression of the maturation marker CD83 by CD1c+ DCs, suggesting that they express
TLR7, this TLR7 agonist fails to trigger the production of IFN-o and thus TRAIL expression.
This absence of IFN-a secretion may be explained by the low expression of both TLR7 and
the transcription factor IRF-7 by myeloid dendritic cells compared to pDCs [58-61], the latter
being constitutively express at a high level in pDCs which are specialized in the production of
high amount of type I IFN. We confirmed the involvement of the RLR pathway in CD1c+
DCs in response to MV by using a UV-irradiated MV, whose replication is impaired and fails
to induce neither the secretion of IFN-a nor the expression of TRAIL. In addition to impairing
the formation of replication intermediates, the UV-irradiation might affect the structure of the
MV genome and thus prevent its direct recognition by RIG-I [62]. However, UV-irradiated
MV is still recognized by TLR7 in pDCs, since viral replication is not required for the TLR7

recognition. This has been also shown with UV-irradiated MV [41], Sendai virus and
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influenza virus [42], even though they do not induce an IFN-a secretion similar to their living
counterparts, except for UV-irradiated MV.

Our results, showing that the RLR pathway is involved in the recognition of MV in
pDCs and CD1c+ DCs, are consistent with other reports indicating that attenuated strains of
MV efficiently infect and replicate in Mo-DCs [41, 63] as well as in pDCs [41, 64, 65]. MV
genomes as well as replication intermediates are therefore susceptible to be recognized by
RIG-I and Mda5 in the cytoplasm. MV also induces the secretion of type | IFN by MoDCs
[27], PBMCs [64, 66] and pDCs [64]. In pDCs, cytosolic viral RNA of certain sSRNA viruses
can access endosomal and lysosomal compartments, in which TLR7 is located, by the process
of autophagy [42]. As it is described that attenuated strains of MV induce a CD46-dependent
autophagy [67] and as pDCs express CD46 [41], this phenomenon could explain how TLR7
detects MV RNA and replication intermediates in these cells.

In our study, we demonstrated that the expression of TRAIL, induced by MV on DCs,
renders them functionally cytotoxic against Jurkat cells, which are described as sensitive to
TRAIL-mediated death [31, 32, 68]. Even though we measured granzyme B secretion by
pDCs stimulated by MV, we did not assess the effect of this protein secreted alone without
perforin. However, more and more studies showed that granzyme B can have antitumor
functions [69] and can also facilitate the cytotoxic lymphocytes transmigration by remodeling
the extracellular matrix [70]. Contrary to the study that identified cytotoxic myeloid CD11c+
DCs, which express perforin and granzyme B after stimulation with a TLR7/8 ligand [68],
none of these proteins are expressed nor secreted by CD1c+ DCs exposed to MV.

Activation of DC cytotoxic functions in vitro reveals new therapeutics opportunity for
the treatment of cancers. Moreover, it is admitted that tumor cells are sensitive to TRAIL-
mediated death whereas healthy cells are not [71]. In a mouse melanoma model, topical

application of Aldara® cream, containing the TLR7 ligand imiquimod, leads to the
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recruitment of pDCs at the tumor site and correlates with partial or complete regression of
tumors [72]. Recently, the mechanism of action was uncovered, explaining how pDCs convert
into antitumor cytotoxic effectors through the expression of TRAIL and the pro-apoptotic
protein granzyme B [73]. In the same way, treatment of basal cell carcinoma patients with
Aldara® cream leads to partial or complete regression of the lesions, accompanied by an
inflammatory infiltrate containing cytotoxic pDCs and myeloid CD11c+ DCs [68]. Together,
these reports suggest that the induction of cytotoxic DCs with a TLR7 agonist is favorable to
obtain tumor regression and our results suggest that it can be also achieved with oncolytic
MV.

In addition to induce functional cytotoxic DCs, oncolytic MV is able to trigger the
immunogenic death of tumor cells, which activates the maturation of DCs and their ability to
cross-present tumor antigens [8, 13-15, 74]. Moreover, MV also induces the secretion of IFN-
a by DCs, especially by pDCs, which contributes to elicit antitumor immune responses and
correlates with favorable disease outcomes [75]. The type | IFN secreted in the tumor
environment could also sensitize tumor cells to TRAIL-mediated lysis [28, 76]. Thus,
oncolytic MV represents a potent immunotherapeutic agent which activates diverse antitumor

properties of the DCs that may participate to tumor cell eradication.
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Figure 1: MV induces TRAIL expression and IFN-a secretion by pDCs and CD1c+ DCs

MYV induces TRAIL expression and IFN-a secretion by pDCs and CD1c+ DCs pDCs were cultured
with IL3, IL3+MV or the TLR7 agonist R837 (A). CD1c+ DCs were cultured alone (-), with MV or
R837 (B). The percentage of DCs expressing CD83 or TRAIL on their surface was determined by
flow cytometry. IFN-a secretion was measured by ELISA. Results are expressed as the mean +SEM of

three independent experiments.
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Figure 2: TRAIL expression depends on IFN-a secreted by DCs exposed to MV

pDCs (A) and CD1c+ DCs (B) were pretreated or not with Ruxolitinib (Rux) before exposure to
IL3+MV or MV respectively, or before exposure to R837. The percentage of DCs expressing TRAIL
on their surface was determined by flow cytometry. (C) pDCs and CD1c+ DCs were pretreated or not
with Rux before exposure to type | IFN (rhlFN-a-2a and rhIFN-B-1a). The percentage of DCs
expressing TRAIL on their surface was determined by flow cytometry. Results are expressed as the

mean £SEM of three independent experiments.
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Figure 3: MV induces IFN-a and TRAIL expression after RLR activation in CD1c+ DCs and
RLR/TLRY7 activation in pDCs

(A) pDCs were pretreated or not with IRS661 (TLR7 inhibitor) or with MRT67307 (RLR inhibitor)
and then cultured with IL3, IL3+MV or with R837. IFN-a secretion was measured by ELISA and the
percentage of pDCs expressing TRAIL on their surface was determined by flow cytometry. (B)
CD1c+ DCs were pretreated or not with IRS661 or with MRT67307 and then cultured alone, with
MV, or UV-inactivated MV (MV UV). IFN-a secretion was measured by ELISA and the percentage
of CD1c+ DCs expressing TRAIL on their surface was determined by flow cytometry. pDCs (C) and
CDlc+ DCs (D) were pretreated or not with MRT67307 and then exposed either to 5’-ppp-dsRNA
LyoVec, a RIG-I agonist, or to Polyl:C HMW LyoVec, a Mda5 agonist. IFN-o secretion was
measured by ELISA and the percentage of DCs expressing TRAIL on their surface was determined by

flow cytometry. Results are expressed as the mean +SEM of three independent experiments.
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Figure 4: DCs activated with MV acquire a functional cytotoxic activity

(A) pDCs were pretreated or not with IRS661, MRT67307 or Rux and then cultured with IL3+MV,
R837, type | IFN (rhIFN-a-2a and rhIFN-B-1a) or 5’-ppp-dsRNA LyoVec. They were then added to
the target Jurkat cells at an E:T of 20:1. The percentage of specific lysis of Jurkat cells was determined
by the measure of 51Cr release in the supernatants. (B) CD1c+ DCs were pretreated or not with
IRS661, MRT67307 or Rux and then cultured with MV, UV-inactivated MV, R837, type | IFN
(rhIFN-0-2a and rhlFN-B-1a) or 5’-ppp-dsRNA LyoVec. They were then added to the target Jurkat
cells at an E:T of 20:1 and the percentage of specific lysis of Jurkat cells was determined by the
measure of 51Cr release in the supernatants. Results are expressed as mean =SEM of at least three

independent experiments and each condition was assessed in triplicates.
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Supplemental figure 1: MV induces granzyme B secretion by pDCs
pDCs were cultured with IL3, IL3+MV or the TLR7 agonist R837. Granzyme B secretion was

measured by ELISA. Results are expressed as the mean £SEM of three independent experiments
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Supplemental figure 2: MV-infected tumor cells induce TRAIL expression on pDCs and CD1c+

DCs

pDCs were cultured with 1L3 or with MV-infected or UV-irradiated melanoma cells M18 (A). CD1c+

DCs were cultured alone or with MV-infected or UV-irradiated melanoma cells M18 (B). The

percentage of DCs expressing TRAIL on their surface was determined by flow cytometry. Results are

expressed as the mean £SEM of three independent experiments.
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Materials and Methods
Dendritic cell isolation

Platelet apheresis residues from healthy donors were provided by the
Etablissement Frangais du Sang of Nantes. The dendritic cells (DCs) were obtained from
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), as previously described [77]. Briefly, DCs
were enriched by counterflow centrifugation elutriation and then purified, using a human pan-
DC pre-enrichment kit (Stemcell Technologies) as recommended by the manufacturer, which
consists in an immunomagnetic negative isolation of DCs. Among the cells obtained, pDCs
were stained with an APC-conjugated anti-BDCA-4 mAb (Miltenyi) and CD1c+ DCs with a
FITC-conjugated anti-CD1c mAb (eBiosciences) to sort them by flow cytometry (FACS Aria
I11, BD Biosciences). To improve the cell sorting, BV421-conjugated anti-CD3, anti-CD19

and anti-CD14 mAbs (BD Biosciences) were also used for the staining.

Dendritic cell culture

DCs were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 2% human
albumin, 100U/mL penicillin, 100pg/mL streptomycin and 2mM L-glutamine (all reagents
were from Gibco-Invitrogen) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere for 16 hours. 100,000 DCs
were seeded in 96-well plates in a final volume of 200uL. CD1c+ DCs were cultured alone or
with the live-attenuated Schwarz strain of measles virus (MV) at an MOI (multiplicity of
infection) of 10. pDCs were cultured with the survival factor IL3 alone (rhIL3, 20ng/mL,
CellGenix) or with IL3 and MV (MOI=10). MV is produced and purified as previously
described [78]. MV was inactivated by irradiation with UV-B (312 nm) during 10 minutes
(Bio-Link, Vilber Lourmat). DCs were also cultivated with the TLR7 agonist R837 (1ug/mL,
Invivogen), exogenous type | IFN (rh1FN-o-2a and rhIFN-B-1a, 100ng/mL, ImmunoTools),

the RIG-I agonist 5’-ppp-dsRNA LyoVec (10pg/mL, Invivogen) or with the Mda5 agonist
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Polyl:C High Molecular Weight (HMW) LyoVec (0,1pug/mL, Invivogen). For the inhibition
experiments of TLR7, TBK1 and IKK-¢ (RLRs signaling pathway), or JAK 1 and 2 (IFNAR
signaling), DCs were pretreated for 30 minutes with a specific immunoregulatory DNA
sequence IRS661 (1uM, Eurofins), MRT67307 (8uM, Sigma Aldrich) or Ruxolitinib (2,5uM,

Invivogen), respectively. After the pretreatment, the agonists were added to the cultures.

Flow cytometry

To determine the expression of CD83 and TRAIL on DCs, we stained them with
a PE-Cy7-conjugated anti-CD83 mAb (BD Biosciences) and a PE-conjugated anti-TRAIL
mADb (Biolegend). Results are presented as the percentage of DCs expressing the different
markers compared to DCs stained with the corresponding isotypes. The analysis was
performed on live cells which were Zombie NIRTM negative (Biolegend), BDCA-4+ for the
pDCs and CD1c+ for the CD1c+ DCs. Fluorescence was analyzed with a FACS Canto Il (BD

Biosciences) using the BD FACSDivaTM software.

Cytokine detection
IFN-a production was measured by ELISA (Mabtech) according to the
manufacturer’s instructions. Supernatants of pDCs and CD1c+ DCs were collected after their

culture during 16 hours. ELISA were performed directly without freezing supernatants.

Cytotoxicity assay

Jurkat cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal
calf serum, 100U/mL penicillin, 100pug/mL streptomycin and 2mM L-glutamine (all reagents
were from Gibco-Invitrogen) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The cytotoxicity assay was

performed ith this medium. Target Jurkat cells were incubated during 1 hour with Na251CrO4
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at 37°C and then washed with culture medium. 1,000 51Cr-labeled target cells per well were
seeded in 96-well plates and the effector cells (DCs) were added at an effector to target (E:T)
ratio of 20:1, in triplicates. After 4 hours of incubation at 37°C, 25uL of supernatant were
harvested and mixed with 100pL of the scintillation liquid cocktail (OptiPhase Supermix,
PerkinElmer). The 51Cr released in supernatants was measured using the MicroBeta® plate-
based counter (PerkinElmer). The percentage of specific lysis was calculated as follows: [(ES
- SR) / (MR - SR)] x 100, where ES, SR and MR correspond to experimental, spontaneous
and maximum 51Cr release, respectively. SR was calculated from target cells incubated with
culture medium alone and MR corresponds to the 51Cr released by target cells lyzed with
culture medium containing 5% Triton X-100. Neither MV nor the different reagents used to

activate the DCs affect the SR.
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DISCUSSION




La virothérapie anti-tumorale est une stratégie thérapeutique novatrice en plein essor
qui utilise les propriétés oncolytiques de certains virus pour lyser spécifiquement les cellules
tumorales en épargnant les tissus sains [113]. Alors que la capacité naturelle de certains virus
a se repliquer préférentiellement ou exclusivement dans les cellules tumorales a été exploitée,
d’autres ont été génétiquement modifiés afin de restreindre leur réplication au tissu tumoral
[115]. L’accumulation de connaissances sur la biologie des virus et des tumeurs a également
permis d’améliorer 1’efficacité oncolytique des virus ces derniéres années [116].

Parmi I’arsenal des virus oncolytiques, les souches atténuées du virus de la rougeole
(MV) sont des candidats prometteurs. En effet, le MV fait preuve d’un pouvoir oncolytique
naturel intéressant mais il est également facile de le modifier afin d’optimiser ses
performances [168, 560]. Son efficacité a été démontrée envers de nombreux types de cancers
in vitro et in vivo dans des modeles de xénogreffes de cellules tumorales humaines chez des
souris immunodéficientes [168]. Cette approche thérapeutique basée sur 1’utilisation du MV a
ainsi été transférée en clinique pour le traitement de différents cancers [331]. Des essais
cliniques de phase I ont évalué I’efficacité du MV envers le lymphome T cutané [173], le
cancer de ’ovaire chimiorésistant [238, 243] et le myélome multiple disséminé [246]. Suite
aux résultats encourageants obtenus, des essais de phase Il sont en cours de recrutement a la
Mayo Clinic (Rochester, MN, USA) pour le cancer de I’ovaire et le myélome multiple.
D’autres essais cliniques de phase | sont menés a la Mayo Clinic, testant 1’efficacité
oncolytique du MV contre le mésothéliome pleural malin (MPM), le cancer squameux de la
téte et du cou récurrent ou métastatique et le glioblastome multiforme récurrent.

Le MPM est un cancer particulierement agressif, principalement dd a une exposition
prolongée aux fibres d’amiante, et représente un enjeu de santé publique étant donné son
incidence croissante et la difficulté de sa prise en charge [3]. En effet, le traitement
chimiothérapeutique de référence, associant le cisplatine et le pémétrexed, apporte un
bénéfice de survie limité [63]. Bien que la meilleure compréhension de la maladie ait permis
de proposer de nouveaux traitements, ces derniers n’ont malheureusement pas amélioré le sort
des patients [74]. Face au besoin urgent de solutions thérapeutiques, 1’équipe du Dr Marc
Grégoire, en collaboration avec le Dr Frédéric Tangy de I’Institut Pasteur de Paris, s’intéresse
a I’utilisation du MV Schwarz pour le traitement de ce cancer. Des résultats obtenus en 2008
au sein de 1’équipe ont mis en évidence la sensibilité de certaines lignées de MPM a ce virus
oncolytique [169].

En vue du développement d’un essai clinique de phase I/I en collaboration avec les

CHU de Nantes et Lille, mon travail de these a consisté dans un premier temps a évaluer la
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sensibilité au MV d’un grand nombre de lignées de MPM, que nous avons établies dans notre
collection d’échantillons biologiques a partir de liquides pleuraux, permettant d’estimer la
fraction de patients qui seraient sensibles a cette modalité thérapeutique. Sur les 22 lignées de
MPM testées, nous avons déterminé que 15 d’entre elles sont sensibles a la réplication du MV
et a son effet cytopathique. Ainsi, 70% des lignées de MPM testées sont sensibles a 1’activité
oncolytique du MV. Les 4 types de cellules saines (cellules mésothéliales, cellules épithéliales
bronchiques, fibroblastes pulmonaires et cellules endothéliales pulmonaires), testées en
paralléle afin de valider 1’innocuité du MV, ne sont pas ou trés peu sensibles a la réplication
du MV, de méme que les 7 lignées de MPM restantes. Cependant, parmi ces 7 lignées
résistantes, nous avons observé la mort de 2 lignées aprés exposition au virus, portant a 77%
la fraction de lignées de MPM testées sensibles & la mort induite par le MV.

Les souches atténuées du MV se lient préférentiellement a la protéine CD46 [153],
surexprimée a la surface de nombreux types de cellules tumorales qui possédent ainsi un
avantage sélectif en devenant moins sensibles a la lyse médiée par le complément [158, 159].
Il a été mis en évidence que I’infection des cellules tumorales par le MV, ainsi que son effet
lytique, dépendent d’un seuil d’expression de CD46 a leur surface [161]. Les tissus sains dans
lesquels les cellules expriment faiblement CD46 ne constituent donc pas un lieu de réplication
adéquat pour le MV. Contrairement a ce qui est décrit dans la littérature, nous avons montré
que la différence de sensibilité au MV que nous observons entre les lignées de MPM ne
corréle pas avec le niveau d’expression de CD46 a leur surface. Cependant, sa présence est
nécessaire pour permettre I’entrée du MV dans les cellules. Ainsi, nos résultats montrent que
le MV entre dans toutes les cellules quel que soit le niveau d’expression de CD46.

Afin d’expliquer la différence de sensibilité des lignées de MPM, nous avons analysé
les réponses anti-virales déclenchées dans les cellules tumorales en réponse au MV. En effet,
les cellules de notre organisme ont la capacité de détecter rapidement les virus et de contréler
I’infection grace a la production d’IFN de type I, responsables d’un état anti-viral. Cependant,
la signalisation dépendante des IFN de type | a également des effets incompatibles avec le
développement tumoral (arrét du cycle cellulaire, inhibition des syntheses protéiques, pouvoir
pro-apoptotique et anti-angiogénique, immunostimulation) et il n’est pas surprenant que de
nombreuses cellules tumorales deviennent insensibles aux IFN de type | ou incapables de les
produire [114]. On peut alors exploiter ces défauts grace a certains virus oncolytiques [342].
Nous avons démontré que les lignées de MPM insensibles au MV, ainsi que les cellules
saines, expriment les genes codants pour les IFN-a et -f3 et sécrétent ces cytokines en réponse

au MV. De plus, nous avons mis en évidence la présence de la protéine anti-virale Mx1 dans
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le cytoplasme de 1’ensemble des cellules insensibles suite a 1’exposition au MV, corrélant
avec le profil d’expression de I’'ISG codant pour cette protéine. En revanche, la majorité des
lignées de MPM sensibles (11 sur les 15) ne produisent pas d’IFN de type I et n’expriment
pas Mx1 en réponse au MV. Nous avons cependant observé que certaines lignées (4 sur les
15) développent une réponse IFN de type | qui semble compléte, caractérisée par la sécrétion
des IFN-a et -B et ’expression de Mx1, et sont néanmoins sensibles a I’activité oncolytique
du MV. Cela suggere que si Mx1 est capable d’inhiber la réplication du MV, elle n’agit pas
seule et nécessite ’expression d’autres protéines anti-virales n’étant peut-étre pas exprimeées
dans ces 4 lignées de MPM. L’implication de Mx1 dans la réplication du MV a été décrite par
peu d’études, suite a des transfections stables, et semble étre dépendante du type cellulaire
[301, 302]. Une étude de Schoggins et ses collaborateurs, testant 1’effet de plus de 350 ISG
sur la réplication de 14 virus, n’a pas mis en évidence I’inhibition de la réplication du MV par
I’ISG Mx1, bien que cette protéine Seule inhibe fortement la réplication des virus influenza A
et NDV [561]. IIs ont démontré que la plupart des ISG ne sont pas capables d’inhiber seuls
plus de 50% de I’infection par certains virus, dont le MV. Ceci suggere donc que les ISG
doivent agir de concert pour inhiber totalement la réplication virale. Il a en effet été décrit que
I’expression combinée de plusieurs ISG augmente 1’activité anti-virale observée [288]. Enfin,
contrairement aux IFN de type I, ’ensemble des cellules expriment le gene codant pour
IPTIFN-A1L, un IFN de type IIT (IL-29), en réponse au MV. Notre étude suggere donc que la
sensibilité des lignées de MPM a I’activité oncolytique du MV dépend des défauts de la
réponse anti-virale IFN de type | des cellules tumorales plutét que de la surexpression de
CD46 a leur surface.

Récemment, Berchtold et ses collaborateurs ont également étudié I’impact de la
réponse anti-virale IFN de type I sur la sensibilité des cellules de sarcome a I’infection par le
MV Schwarz [358]. Sur les 8 lignées testées, 5 sont sensibles a I’infection. Les auteurs ont
observé que les 3 lignées résistantes expriment un plus faible niveau d’expression de CD46
par rapport aux lignées sensibles, contrairement a nos résultats ne montrant aucune
corrélation. L’analyse de la réponse IFN de type I a révélé une expression basale et fortement
induite par le MV des ISG codant pour RIG-I, Mda5 et IFIT1 dans les lignées résistantes.
Dans cette étude, aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre la sensibilité
des lignées au MV et I’expression du gene codant pour I’IFN-B, cependant une sécrétion
d’IFN-B est mesurée pour 2 lignées résistantes sur 3. On retrouve également quelques
exceptions comme dans notre étude, a savoir une lignée sensible au MV qui exprime IFIT1 et

3 lignées sur les 5 sensibles qui sécrétent de I'IFN-B suite a I’infection par le MV.
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L’inhibition de I’expression d’IFIT1 dans les lignées résistantes a permis de rétablir
I’infection par le MV d’une lignée sur 3, indiquant qu’IFIT1 peut inhiber la réplication du
MV, mais n’est pas le seul facteur jouant un réle dans la résistance a 1’infection des cellules
de sarcome. La méme équipe a confirmé ces résultats en étudiant les mécanismes de
résistance au MV de 5 lignées tumorales provenant du panel NCI-60 [359]. Pour 4 lignées
résistantes, 1’altération de la réplication du MV est due a I’expression de I’'ISG IFIT1, tandis
qu’une lignée résistante ne développe aucune réponse IFN de type I suite a I’infection par le
MV, comme la lignée sensible testée en paralléle. Nous avons également analysé 1’expression
du gene codant pour IFIT1 par I’ensemble des lignées de MPM en réponse au MV, et aucune
corrélation n’a pu étre effectuée avec leur sensibilité a I’infection. En effet, IFIT1 est exprimé
par toutes les lignées en présence du MV. De plus, IFIT1 ne figure pas parmi les I1SG
impliqués dans I’inhibition de la réplication du MV dans I’étude de Schoggins et ses
collaborateurs [561]. Notre étude, réalisée sur un grand nombre de lignées tumorales et
différents types de cellules saines, a permis d’établir un lien plus robuste statistiquement que
dans les autres études entre les défauts de la réponse anti-virale IFN de type | et la sensibilité
des cellules a I’infection par le MV.

Suite a I’ajout d’IFN de type I (a et B) exogenes sur les 15 lignées de MPM sensibles
au MV, nous avons mis en évidence une réduction de la réplication du MV dans 12 lignées,
dépendante de la dose d’TFN de type 1. Ce résultat suggere que la transduction du signal par la
voie JAK/STAT, en aval du récepteur aux IFN de type I, est fonctionnelle dans ces cellules.
Nous avons d’ailleurs observé la présence de la protéine Mx1 dans le cytoplasme de toutes les
lignées de MPM sensibles au MV exposées aux IFN de type I. D’autre part, I’hypothése d’un
défaut de détection du MV dans les lignées sensibles est écartée par nos résultats qui
démontrent que certains genes, codant pour RIG-1, Mda5 et IFIT1, sont exprimés en réponse
au virus dans toutes les lignées. Il est en effet reconnu que ces génes, qui sont des ISG,
peuvent également &tre exprimés suite a la détection des virus indépendamment de la liaison
des IFN de type I sur leur récepteur, permettant ainsi une amplification rapide de la réponse
anti-virale [285]. Corrélant avec nos résultats, 1’ajout d’IFN-B sur les lignées de sarcome
sensibles au MV a permis pour certaines d’entre elles 1’inhibition de la réplication du virus,
une augmentation de la survie, ainsi que I’expression d’IFIT1 et la phosphorylation de
STAT1, participant & la signalisation du récepteur IFNAR aux IFN de type | [358].
L’ensemble de ces résultats suggere que les défauts de la réponse IFN de type | présents dans
la majorité des cellules tumorales sensibles au MV se trouvent en amont de 1’étape de

production des IFN de type I. Cependant, une étude évaluant 1’efficacité du VSV codant pour
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I’IFN-B envers des lignées de MPM a mis en évidence que les lignées sensibles a ce virus sont
celles possédant des défauts en aval du récepteur IFNAR, tels que 1’absence de la protéine
p48 [356]. Enfin, dans notre étude, I’ajout d’TFN de type I sur 3 lignées de MPM sur les 4
faisant exception n’a eu en revanche que peu d’effet inhibiteur sur la réplication du MV. Cela
confirme notre hypothése que certains ISG, interférant avec la réplication du MV, sont
manquants dans ces lignées.

Les défauts de la réponse IFN de type | permettant la sensibilité des cellules tumorales
au MV peuvent donc intervenir a différents niveaux. Les cellules tumorales présentent en
effet de nombreuses mutations dans cette voie de signalisation qui a des conséquences
physiologiques souvent incompatibles avec la progression tumorale [114, 286, 341]. Ainsi, il
a été observé dans certaines cellules tumorales une perte homozygote d’un cluster de génes
impliqués dans cette réponse anti-virale [340] ou encore une délétion d’éléments intervenant
dans la signalisation des IFN de type | tels que STAT1 [335, 336]. De plus, de nombreux
génes mis sous silence dans les cellules tumorales, par des modifications épigenétiques telles
que la méthylation, sont ceux régulés par la signalisation des IFN de type | [562]. Des
mutations génétiques et épigénétiques altérant les fonctions de certains IRF, régulateurs
transcriptionnels intervenant dans de multiples fonctions biologiques, sont observées dans de
nombreux types de cancers et participent a la progression tumorale [333, 563, 564].

D’autre part, il a été rapporté que la sécrétion d’IFN de type I en réponse aux virus
n’est pas seulement due a la voie dite classique, déclenchée par la détection des acides
nucléiques viraux par les récepteurs cytosoliques ou endosomaux. Diverses modifications
cellulaires induites par les virus, telles que leur fusion avec la membrane de la cellule, une
perturbation du cytosquelette ainsi que le stress mitochrondrial et endosomal, interviennent
dans la sécrétion d’IFN de type | ou I’expression d’ISG indépendamment des IFN de type |
[565]. Noyce et ses collaborateurs ont montré que la perturbation de la membrane, induite par
une protéine de fusion d’origine virale, permet 1’expression d’ISG suite a I’activation d’IRF3,
en absence d’IFN de type I, assurant un état anti-viral [566]. D’autre part, dans une autre
étude, Holm et ses collégues ont montré que des particules virales fusogénes, dépourvues
d’acide nucléique viral, induisent I’expression d’ISG grace a la production d’IFN de type I
[567, 568]. Ils ont démontré que la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire
active la réponse anti-virale IFN de type | de maniére indépendante de la détection d’acides
nucléiques viraux, grace a 1’activation de STING, protéine située dans la membrane du
réticulum endoplasmique menant a 1’activation d’IRF3. STING est une protéine également

impliquée dans la transduction du signal menant a la production d’IFN de type I suite a la
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détection de molécules d’ADN dans le cytosol, provenant de parasites ou du soi dans
certaines circonstances [569, 570]. Une étude trés récente, réalisée dans 1’équipe de Glen
Barber, a mis en évidence des défauts de la voie de signalisation STING dans des lignées de
cancer colorectal, dus a une hyperméthylation de régions promotrices de certains genes
intervenant dans cette voie [571]. Ainsi, les molécules d’ADN qui ont fui le noyau des
cellules ayant subi des dommages ne peuvent plus activer la voie STING pour induire la
production de cytokines pro-inflammatoires. La perte de cette voie de signalisation dans les
cellules tumorales peut ainsi favoriser le développement de la tumeur et empécher I’alerte du
systeme immunitaire [571]. Le MV est un virus enveloppé entrant dans les cellules par un
processus de fusion et peut donc probablement induire I’activation de STING et la sécrétion
d’TFN de type I dans les cellules résistantes a la réplication du virus. L’équipe a commencé a
¢tudier ’implication de STING dans la réponse IFN de type I induite par le MV. La fusion
pourrait en partie étre responsable de I’expression de certains ISG dans I’ensemble des
cellules testées dans notre étude, indépendamment des IFN de type 1. D’autre part, des défauts
dans la voie de signalisation impliquant STING pourraient étre présents dans les lignées
sensibles au MV.

Dans le but de caractériser les défauts de la réponse IFN de type | fréquemment
trouvés dans les cellules de MPM, permettant leur sensibilit¢ au MV, et expliquer les
comportements particuliers observés pour certaines lignées, nous avons décidé de réaliser une
étude transcriptomique avec la plateforme de génomique de 1’Université de Nantes. Ce projet
est mene par Tiphaine Delaunay, doctorante dans 1I’équipe sous la direction du Dr Jean-
Francois Fonteneau. Le profil d’expression génique des cellules saines, de certaines lignées de
MPM résistantes ou sensibles au MV et des lignées exceptions, a été analysé a 1’état basal, en
réponse au MV ou en réponse aux IFN de type | exogenes. Tiphaine a analysé I’expression
des genes impliqués dans les réponses anti-virales ainsi que ceux impliqués dans la mort
cellulaire. Les résultats ont confirmé les profils d’expression des différents génes que j’ai
testés dans mon étude et ont permis d’émettre de nouvelles hypotheses qui sont en cours de
validation.

Nous avons observé que les lignées de MPM résistantes a la réplication du MV
expriment la protéine Mx1 dans leur cytoplasme a un niveau basal élevé. De la méme facon,
Berchtold et ses collegues ont rapporté une expression constitutive d’IFIT1 par les lignées de
sarcome résistantes [358]. Ces données suggérent que le niveau basal d’expression €élevé de
certains ISG pourrait conférer aux cellules tumorales une résistance au MV et devenir une

information prédictive de la sensibilité au MV. Evanthia Galanis (Mayo Clinic) mene une
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étude sur des échantillons de tumeurs, provenant de patients atteints d’un cancer de I’ovaire
ou d’un glioblastome et ayant été traités par le MV lors d’essais cliniques. Dans un résumé
soumis pour le congres de ’ASGCT 2015 (American Society of Gene and Cell Therapy) qui a
eu lieu a la Nouvelle-Orléans en Mai 2015, Evanthia Galanis et son équipe ont révélé, grace
au séquencage a haut débit effectué sur les échantillons de tumeurs des patients traités par le
MV, que I’expression d’ISG tels qu’lF144, IF127, RSAD2 (Radical S-Adenosyl Methionine
Domain Containing 2) ainsi que Mx1 et Mx2, est négativement corrélée a la sensibilité de la
tumeur a I’infection par le MV et avec le résultat clinique. Cette étude rétrospective a permis
d’émettre I’hypothése qu’une forte expression basale de ces ISG pourrait étre responsable de
la résistance au MV de certains cancers de I’ovaire et glioblastomes, et dans ce cas représenter
des marqueurs prédictifs de la réponse des patients a cette thérapie. Afin de tester leur
hypothese, ils ont évalué¢ le niveau d’expression basal des ISG dans 27 lignées primaires de
glioblastome dérivées de patients, avant I’injection du MV, et ont montré que 4 lignées sur 27
présentent une forte expression basale d’ISG. Alors que des lignées ayant une faible
expression basale d’ISG sont efficacement infectées par le MV, produisent de nombreuses
particules virales et meurent suite a ’infection, 3 des 4 lignées exprimant les ISG de maniére
constitutive produisent moins de particules virales et résistent a la mort induite par le MV.
Concernant le cancer de 1’ovaire, 57 lignées primaires dérivées de patientes avant 1’injection
du MV sur les 118 testées expriment fortement les ISG. Des expériences in vivo sur des
modeles orthotopiques de cancer de I’ovaire chez la souris vont évaluer I’efficacit¢ du MV
selon les niveaux d’expression variables des ISG. Les résultats pourraient ainsi €lucider le
role du niveau basal d’expression d’ISG dans la réponse clinique au MV.

Sachant que le statut de la réponse IFN de type I peut conditionner I’efficacité de
certains virus oncolytiques, des travaux ont été menés afin d’identifier des moyens de lever la
résistance des cellules tumorales. Ainsi, le virus oncolytique VSV est connu pour étre
naturellement sensible aux IFN de type I. Compte tenu du risque de neurotoxicité associé a
I’utilisation de ce virus, une nouvelle souche davantage sensible aux IFN de type | a été
générée afin de renforcer sa sécurité d’utilisation [343, 344]. Bien que des défauts de la
réponse anti-virale IFN de type I, fréquents dans les cellules tumorales, favorisent la
réplication de ce VSV, celle-ci est compromise dans les cellules tumorales ayant préservé une
réponse fonctionnelle. Certains agents pharmacologiques ont donc été testés pour leur
capacité a améliorer la réplication du VSV dans les cellules tumorales résistantes, en agissant
sur la réponse IFN de type I. 11 a été démontré que I’utilisation d’inhibiteurs d’histones
déacétylases (iIHDAC) tels que le Vorinostat (SAHA) ou I’Entinostat (MS-275), connus pour
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diminuer la réponse anti-virale [572], sensibilise les cellules tumorales réfractaires a I’activité
oncolytique du VSV. En effet, le traitement par les iHDAC diminue le niveau d’ARN
messagers codants pour I’IFN-B, Mx1 ou encore pour le facteur de transcription IRF7 dans
une lignée de cancer de la prostate, en présence du VSV. Chez la souris, la co-administration
du MS-275 avec le VSV permet la réduction du volume tumoral, grace a la réplication du
virus, par rapport au VSV seul. Cette étude a montré, grace aux experiences menees chez la
souris et sur des explants de tumeurs humaines, que la combinaison d’un iHDAC avec le VSV
permet d’améliorer spécifiquement la destruction de la tumeur, sans augmenter 1’infection des
tissus sains par le VSV. Trés récemment, il est ressorti d’un criblage d’une banque de petites
molécules que les agents déstabilisants les microtubules (MDA, microtubule-destabilizing
agents) tels que la colchicine améliorent 1’activité oncolytique du VSV envers les cellules
tumorales in vitro et in vivo, et non envers les cellules saines [573]. La colchicine empéche la
traduction des ARN messagers codant pour I’IFN-f, induits par le VSV, en entrainant leur
distribution vers les monosomes, dans lesquels la traduction est moins importante que dans les
polysomes. De plus, la combinaison de la colchicine avec le VSV favorise la polynucléation
et la mort des cellules tumorales, principalement induites par des cytokines telles que le TNF-
a. Enfin, une étude in vitro a décrit que la résistance au VSV de lignées de cancer de la téte et
du cou peut étre levée grace au Ruxolitinib, un inhibiteur des kinases JAK1 et 2, qui bloque la
signalisation du récepteur aux IFN de type | [574]. Le pré-traitement d’une lignée résistante
avec le Ruxolitinib permet ainsi une diminution de I’expression constitutive de certains ISG
(IRF7 et IRF9) et de la forme phosphorylée constitutivement active de STAT1, rendant
possible 1’activité oncolytique du VSV.

Les différents agents pharmacologiques présentés, capables d’empécher la résistance
au VSV, ont I’avantage d’étre approuvés pour leur utilisation clinique. Ainsi, les iHDAC
posseédent une activité anti-tumorale, le VVorinostat étant approuvé par la FDA et le MS-275
ayant montré des résultats précliniques encourageants [575, 576]. La colchicine, composé
naturel aux propriétés anti-inflammatoires et anti-prolifératives, est utilisée pour le traitement
des maladies auto-inflammatoires [577]. Certains MDA sont connus pour induire une
catastrophe mitotique et une polynucléation, entrainant la mort des cellules se répliquant vite
et ayant perdu le contrble de leur cycle cellulaire, caractéristiques des cellules tumorales
[578]. Enfin, le Ruxolitinib, connu aussi sous le nom de Jakafi, a été approuvé récemment
pour le traitement de syndromes myéloproliferatifs [579]. Ayant prouvé leur sécurité

d’utilisation chez I’homme, ces composés pourraient ainsi rapidement étre testés au niveau

150



clinique en combinaison avec certains virus oncolytiques. Il sera cependant nécessaire de
s’assurer qu’ils ne rendent pas les cellules saines sensibles aux virus oncolytiques.

Ces approches de combinaison du VSV avec des inhibiteurs de la voie IFN de type |
sont également a 1I’¢tude pour le MV. Il a été ainsi mis en évidence une potentialisation de la
réplication du MV in vitro en présence du Ruxolitinib [580]. Nous venons également de
réaliser des expériences démontrant que le pré-traitement de lignées de MPM résistantes au
MV avec le Ruxolitinib permet de les rendre sensibles a I’infection. De plus, Evanthia Galanis
a indiqué dans son résumé pour I’ASGCT 2015 que le traitement avec le Ruxolitinib, 48
heures avant ’infection par le MV, augmente significativement la production de nouveaux
virus et D’activité oncolytique du MV envers une lignée de glioblastome normalement
résistante. Le Ruxolitinib a eu pour effet de diminuer I’expression basale des ISG et
d’empécher leur induction en réponse au MV, et son association avec le MV est actuellement
en cours d’évaluation in vivo chez la souris. D’autre part, il est reconnu que les souches
atténuées du virus de la rougeole sont moins efficaces que le virus sauvage pour contrer la
réponse anti-virale IFN de type I. Certaines équipes ont alors testé 1’efficacité de souches
vaccinales du MV modifiées pour exprimer certains génes du virus sauvage. Ainsi, le
remplacement du gene P conduit a 1’expression des protéines sauvages P, C et V, codées par
ce gene, qui interférent principalement avec la transduction du signal déclenché par les IFN de
type | [322, 323, 326], empéchant la réponse anti-virale d’aller a son terme ainsi que la
sécrétion optimale d’IFN de type | par des cellules de lymphome et de myélome [581]. Ce
MV chimérique infecte plus efficacement les cellules tumorales in vitro ainsi que des
xénogreffes de myélome multiple chez la souris par rapport au MV. De la méme facon,
I’activité oncolytique du MV est améliorée par le remplacement des genes N, P et L par leurs
homologues provenant du virus sauvage [210]. Il a donc été démontré que les MV
chimériques, armés avec des protéines du virus sauvage leur permettant de contrer la réponse
anti-virale IFN de type |, possedent une activité oncolytique pouvant apporter un meilleur
bénéfice thérapeutique. Cependant, nous avons montré que le MV peut entrer dans les cellules
saines, bien que celles-ci se protegent de I’infection gréce a la réponse IFN de type | induite.
Les protéines du MV sauvage étant plus efficaces pour bloquer rapidement cette réponse anti-
virale, il est nécessaire de vérifier I’effet des MV chimériques sur les cellules saines. 1l serait
plus prudent de renforcer le ciblage des cellules tumorales grace aux diverses modifications
évoquées dans mon introduction, afin d’assurer la sécurité d’utilisation de ces MV
chimériques. Enfin, Berchtold et ses collaborateurs ont utilis¢é un MV codant pour I’enzyme

SCD pour induire la mort de certaines lignées de sarcome résistantes a I’infection par le MV
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[358]. Malgré une tres faible réplication de ce MV-SCD dans certaines lignées résistantes, la
SCD peut convertir la prodrogue 5-FC en agent chimiothérapeutique 5-FU, puis en 5-FUMP
qui interfere avec les synthéses d’ADN, d’ARN et des protéines, conduisant ainsi a la mort
des cellules [231].

Au regard des résultats obtenus dans notre étude sur les lignées de MPM, on peut
cependant se demander s’il est réellement nécessaire de bloquer la réponse IFN de type | dans
le cadre de I’utilisation du MV et si ce n’est pas dans une certaine mesure contre-productif. En
effet, la mort des deux lignées de MPM ne répliquant pas le MV est possiblement due a la
forte sécrétion d’IFN de type I induite par le virus, connus pour provoquer 1’arrét du cycle
cellulaire, inhiber les synthéses protéiques et promouvoir 1’apoptose des cellules tumorales
[331]. Des vidéos de I’infection de ces 2 lignées, suivie par microscopie grace a un virus
codant pour la protéine fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein), permettent de
visualiser la mort de cellules tumorales non infectées, voisines des cellules ayant trés
faiblement répliqué le MV. De plus, la sécrétion d’IFN de type I dans I’environnement
tumoral par certaines lignées de MPM peut étre bénéfique pour le patient, car ces cytokines
peuvent jouer un réle crucial dans les réponses immunitaires anti-tumorales en étant

notamment médiatrices entre I’immunité innée et adaptative [372, 513].

Bien qu’a ’origine I’efficacité des virus oncolytiques etait considérée comme étant
basee uniquement sur ’infection et la lyse des cellules tumorales, de plus en plus d’études
attirent désormais 1’attention sur leur capacité a initier des réponses immunitaires anti-
tumorales [399]. Les virus oncolytiques sont de ce fait considérés comme de nouveaux agents
immunothérapeutiques et il a été¢ décidé lors du congrés sur les virus oncolytiques qui s’est
tenu & Boston en juin 2015 (OVC 2015), auquel j’ai eu la chance d’assister, que 1’approche de
virothérapie anti-tumorale soit renommée "immunothérapie oncolytique” [247, 582] (Annexe
n°1).

Notre équipe, dirigée par le Dr Marc Grégoire, a d’ailleurs abordé 1’étude du MV sous
cet angle depuis de nombreuses années en démontrant sa capacité a induire la mort
immunogeéne des cellules tumorales [501, 583] (Annexe n°3). Des travaux précédents de
I’équipe ont démontré que I’infection des cellules tumorales par le MV entraine la libération
de signaux de danger, les DAMP, tels qu’HSP70 et gp96 [169], HMGB1, ainsi que
I’expression de la calréticuline a leur surface (données non montrées). Il a été deécrit que des
cellules de MPM infectées par le MV induisent la maturation de DC dérivées de monocytes

(Mo-DC) ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires [169]. De plus, les Mo-DC
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ayant internaliseé des fragments de cellules tumorales infectées effectuent la présentation
croisée de ’antigéne de tumeur mésothéline a des lymphocytes T CD8" naifs spécifiques. En
revanche, la mort induite par I’irradiation des cellules tumorales aux UV-B, qui n’est pas
immunogéne, ne permet pas la maturation des Mo-DC ni D’activation d’une réponse
immunitaire anti-tumorale spécifique. Des résultats similaires ont été rapportés par Donnelly
et ses collaborateurs suite a I’infection de cellules de mélanome par le MV [208]. D’autre
part, les travaux de Jean-Baptiste Guillerme réalisés dans 1’équipe ont mis en évidence la
capacité des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) du sang, exposées a des cellules
tumorales infectées par le MV, a produire d’importantes quantités d’IFN-o suite a la
reconnaissance de I’ARN simple brin du MV par le récepteur endosomal TLR7 [171]. Les
pDC internalisent les cellules tumorales infectées par le MV, deviennent matures et réalisent
la présentation croisée de I’antigéne de tumeur NY-ESO-1 & un clone de lymphocyte T CD8"
spécifiqgue. De méme que pour les Mo-DC, les pDC exposées a des cellules tumorales
irradiées aux UV-B restent immatures et ne présentent pas 1’antigéne. Ainsi, la mort
immunogene des cellules tumorales induite par le MV active in vitro le programme de
maturation des Mo-DC et des pDC ainsi que la présentation croisée d’antigénes de tumeur,
permettant 1’activation de réponses immunitaires anti-tumorales spécifiques.

Les DC sont spécialisées dans la présentation d’antigénes et tiennent donc une place
centrale dans I’établissement des réponses immunitaires [414]. Chez I’homme, différentes
populations de DC ont été mises en évidence et se distinguent par leur phénotype, leur
localisation et leur fonction [441, 444]. Dans le sang, on retrouve trois populations : les DC
myéloides CD1c" et CD141" ainsi que les pDC [445, 446]. Grace a leur expression spécifique
des TLR7 et 9, les pDC sont reconnues comme étant spécialisées dans les réponses
immunitaires anti-virales, capables de sécréter d’importantes quantités d’IFN-o [464], ce qui
ne signifie toutefois pas que les autres DC ne soient pas également impliquées. En plus de leur
capacité de présentation des antigenes, il a été montré que les DC sont capables d’exercer une
fonction cytotoxique envers des cellules cibles suite a une activation appropriée [539]. En
effet, il est notamment décrit que la protéine TRAIL, exprimée a la surface des DC, induit la
mort des cellules exprimant le récepteur de TRAIL, telles que des cellules infectées par un
virus ou des cellules tumorales [540, 541, 543, 545]. Les Mo-DC infectées par le virus
sauvage de la rougeole [548, 549], les pDC exposées au virus Influenza [550] ou les pDC
provenant de patients atteints du HIV [552, 553], expriment TRAIL suite a leur sécrétion

d’IFN-a et sont responsables de la lyse de cellules sensibles a TRAIL. De plus, 1’exposition in
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vitro des pDC a des agonistes de TLR7/8 et TLRY induit I’expression de TRAIL a leur
surface, les dotant d’une activité cytotoxique envers des cellules tumorales [542, 550, 551].

Une partie de mon travail de thése a donc été consacrée a I’étude de la capacité¢ du MV
Schwarz & induire 1’acquisition de propriétés cytotoxiques par les DC myéloides CD1c" et les
pDC du sang. Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence que le MV induit
I’expression de TRAIL a la surface des DC CD1c” et des pDC, ainsi que la production d’IFN-
a par les deux types de DC. Nous obtenons les mémes résultats lorsque les DC sont stimulées
avec des cellules tumorales infectées par le MV. Grace au Ruxolitinib inhibant la signalisation
des IFN de type I, nous avons démontré que la sécrétion d’IFN-a en réponse au MV est
responsable de 1’expression de TRAIL. Ces résultats concordent avec d’autres études
démontrant que I’expression de TRAIL sur les Mo-DC et les pDC dépend de I’IFN-a produit
suite & leur stimulation [542, 549, 550, 553]. D’autre part, il est décrit que le géne codant pour
TRAIL est un ISG, dont I’expression est induite par les IFN de type I [332]. Cependant, une
étude a suggéré que TRAIL peut étre exprimée sur les pDC suite la phosphorylation de
STAT1 induite par la stimulation du TLR7 avec différents ligands, indépendamment de
I’TFN-a [584].

Nous avons ensuite voulu déterminer les senseurs impliqués dans la détection du MV
dans les DC CD1c" et dans les pDC, menant a la sécrétion d’IFN-a et a 1’expression de
TRAIL. Nous avons démontré que dans les pDC, le MV n’est pas reconnu seulement par le
TLR7 comme nous le pensions au moment de la publication des travaux de Jean-Baptiste
Guillerme [171]. Les voies de signalisation dépendantes des RLR, impliquant RIG-1 et Mda5,
sont également activees par le MV dans les pDC et sont responsables de la sécrétion d’une
partie de I’IFN-a permettant I’expression de TRAIL. En revanche, dans les DC CD1c’, la
production d’IFN-a et I’expression de TRAIL sont induites uniquement par la voie des RLR.
La quantité d’IFN-a produite par les DC CD1c" en réponse au MV (de 1’ordre du pg/mL) est
inférieure a celle observée pour les pDC (de I’ordre du ng/mL) mais est néanmoins suffisante
pour induire I’expression de TRAIL.

Plusieurs études ont été menees afin d’identifier les voies de signalisation impliquées
dans la détection des virus a ARN et I’activation subséquente des pDC et des DC myéloides.
Ainsi, des expériences ont été réalisées a partir de DC provenant de souris déficientes pour
differents composants de la voie des RLR, tels que RIG-I [585], les kinases TBK-1 et IKK-¢
[586], ou la protéine adaptatrice MAVS [281], ou provenant de souris déficientes pour TLR7
ou MyDa88, impliquée dans la signalisation du TLR7 [585]. Ces études ont suggéré que la

voie de signalisation des RLR est exploitée par les DC myéloides afin de répondre aux virus a
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ARN, tandis que les pDC détectent ces virus exclusivement par TLR7. Cependant, ce modele
de reconnaissance exclusive des virus & ARN par TLR7 dans les pDC a été reconsidéré. En
effet, Kato et ses collaborateurs ont noté que la sécrétion d’IFN-a par les pDC issues de souris
déficientes pour MyD88, stimulées par un virus a ARN NDV, est perturbée mais pas
complétement abolie [585]. Cela suggere 1I’implication d’une autre voie de signalisation dans
les pDC responsable de la sécrétion d’TFN-a en réponse a un virus a ARN. Une autre étude a
démontré que des virus @ ARN simple brin tels que les paramyxovirus, entrant dans les pDC
par fusion avec la membrane, induisent la sécrétion d’IFN-a indépendamment de la détection
par TLR7, mais suite a la réplication virale [587]. Enfin, tres récemment, Bruni et ses
collaborateurs ont mis en évidence 1’engagement de la signalisation des RLR dans les pDC en
réponse a la souche vaccinale du virus de la fiévre jaune (YFV, Yellow Fever Virus) qui
possede un génome a ARN positif [588]. Les auteurs ont démontré que ce virus est capable de
stimuler TLR7 ou RIG-I, selon sa voie d’entrée dans la cellule. Dans ce modeéle, la sécrétion
d’IFN-a dépendante de TLR7 est déclenchée lorsque les pDC entrent en contact avec des
cellules infectées, tandis que les particules virales libres stimulent RIG-1 suite a la réplication
du virus dans la cellule. Les auteurs ont inhibé 1’expression des protéines RIG-1 ou TLR7
grace a des shRNA spécifiques (ARN short-hairpin) dans les cellules Gen2.2, lignée dérivant
d’une leucémie a pDC qui partage les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles avec
les pDC normales [550], et ont ainsi confirme les résultats obtenus avec des inhibiteurs
spécifiques de ces voies de signalisation. Dans notre étude, nous montrons que le MV active
les RLR en plus de TLR7 dans les pDC, étant donné que I’utilisation d’un inhibiteur
spécifique de TLR7 (IRS661) ne suffit pas pour empécher la sécrétion d’IFN-a, et I’expression
de TRAIL, I’inhibition simultanée des voies TLR7 et RLR étant requise.

Les voies de signalisation des RLR et des TLR étant supposées étre distinctes, nous ne
nous attendions pas a obtenir une aussi forte réduction de la sécrétion d’IFN-a et de
I’expression de TRAIL suite au traitement des pDC avec I’inhibiteur spécifique des RLR
(MRT67307), bloguant les kinases TBK-1 et IKK-g. Cependant, une étude a montré qu’un
agoniste de TLR7, le R837, induit I’activation de TBK-1 via sa phosphorylation dans des
macrophages obtenus in vitro a partir de cellules de moelle osseuse de souris (BMDM, Bone
Marrow-Derived Macrophages) [589]. De plus, deux rapports ont démontré simultanément
que la proteine TRAF3 (TNF Receptor-Associated Factor 3), liant les protéines adaptatrices
des TLR aux kinases en aval et menant ainsi a ’activation de TBK-1 et IKK-g, est impliquée

dans la production d’IFN-a dépendante du TLR7 dans les pDC [590] et les BMDM [591]. I
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est donc possible que 1’inhibiteur MRT67307, qui inhibe la voie des RLR, inhibe également
une partie de la signalisation induite par le TLRY7.

En ce qui concerne les DC CD1c”, nous avons démontré que seule la voie des RLR est
responsable de leur production d’IFN-a et de I’expression de TRAIL en réponse au MV. Il
existe une controverse dans la littérature concernant I’expression de TLR7 par les DC CD1c",
certains travaux indiquant que ces DC expriment ce TLR [459, 462, 463], bien que beaucoup
plus faiblement que les pDC, tandis que d’autres études ont montré une expression de TLR7
restreinte aux pDC [448, 460, 592]. Nous observons dans notre étude que 1’agoniste de TLR7,
R837, induit la maturation des DC CD1c* qui expriment CD83, suggérant que ces DC
expriment TLR7, mais n’induit pas la production d’IFN-a. Cette absence d’IFN-a pourrait
s’expliquer par le fait que les DC myéloides expriment faiblement TLR7 et le facteur de
transcription IRF7 impliqué dans sa production, contrairement aux pDC qui 1’expriment
fortement de maniére constitutive et sont ainsi spécialisées dans la production d’une
importante quantité d’IFN-a [470, 593, 594]. De plus, nous avons pu valider I’implication des
RLR dans les DC CDI1c" grace a I’irradiation du MV aux UV, qui affecte la réplication du
MV et donc I’apparition d’intermédiaires de réplication, ligands des RLR, et empéche ainsi la
sécrétion d’IFN-a et ’expression de TRAIL. De plus, I’irradiation aux UV peut perturber la
structure du génome du MV et empécher sa détection par RIG-1 [270]. Une étude menée par
Perrot et ses collaborateurs a également démontré la capacité des DC myéloides du sang a
sécréter des IFN de type I suite a I’activation des RLR par des ligands synthétiques ARN
double brin [595].

Des études ont mis en évidence que les souches atténuées du virus de la rougeole
infectent et se répliquent dans les Mo-DC [596, 597] et les pDC [596, 598, 599], bien que la
réplication dans les pDC soit beaucoup plus faible que dans d’autres cellules. Dans notre
équipe, nous n’avons d’ailleurs pas réussi a mesurer la réplication du MV dans les pDC,
certainement a cause d’un manque de sensibilité du test effectué, qui permettait néanmoins de
visualiser la réplication dans les Mo-DC [171]. Le génome du MV et les intermédiaires de
réplication sont ainsi susceptibles d’étre reconnus par RIG-I et Mda5 dans le cytoplasme des
DC. Dans les pDC, il a été démontré que I’ARN viral situé dans le cytoplasme peut atteindre
les compartiments endosomaux et lysosomaux par le processus d’autophagie [600]. Etant
donné que les pDC expriment CD46 a leur surface [596] et que le MV est capable d’induire
une autophagie dépendante de CD46 [601], ce phénomene pourrait expliquer un des moyens
d’acces de ’ARN du MV au TLR7, en plus de la voie d’endocytose.
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Dans notre étude, nous démontrons que 1’expression de la protéine TRAIL a la surface
des DC, induite par le MV, les rend fonctionnellement cytotoxiques puisque nous mettons en
évidence la lyse des cellules Jurkat qui sont sensibles a la mort induite par TRAIL [542, 551,
553]. 1l serait intéressant de tester 1’efficacité cytotoxique des DC stimulées par le MV envers
des cellules tumorales exprimant le récepteur de TRAIL. L’activité cytotoxique des DC est
moins élevée que Dactivité¢ lytique d’un lymphocyte T cytotoxique ou d’une cellule NK
activée. Ceci est probablement di au fait que I’arsenal des protéines impliquées dans I’activité
cytotoxique est plus riche dans ces derniéres que dans les DC. En effet, contrairement a une
étude ayant identifié des DC myéloides CD11c" sécrétant la perforine et le granzyme B suite a
une stimulation par un ligand TLR7/8 [559], nous n’avons pas observé la sécrétion de ces
protéines par les DC CDI1c" en réponse au MV. Les pDC, quant a elles, sécrétent le granzyme
B en réponse au MV, mais pas de perforine. On peut d’ailleurs s’interroger sur I’implication
du granzyme B dans I’activité cytotoxique des pDC puisque cette protéine est sécrétée seule
sans perforine. De plus en plus d’études montrent toutefois que le granzyme B peut avoir une
action anti-tumorale [554] et peut faciliter la transmigration des lymphocytes cytotoxiques en
remodelant la matrice extracellulaire [602].

Nous avons ainsi démontré que le MV permet aux DC CD1c" et aux pDC du sang
d’acquérir une activité cytotoxique grace a 1’expression de TRAIL. Il serait intéressant de
déterminer si dans la tumeur, les mémes DC pourraient devenir dans un premier temps
cytotoxiques en réponse au MV, pour induire la mort des cellules tumorales, qu’elles
phagocyteraient dans un second temps afin de réaliser la présentation croisée d’antigénes de
tumeur et induire une réponse anti-tumorale spécifique.

L’équipe a pour projet de comparer la capacité de présentation croisée d’antigenes par
les 3 types de DC du sang : les DC CD1c", les DC CD141" et les pDC. Pour le moment, la
présentation croisée d’antigéne de tumeur effectuée par les Mo-DC et les pDC du sang & partir
de cellules tumorales infectées par le MV a été étudiée [169, 171, 603] (Annexe n°5). 1l serait
donc intéressant d’étendre cette étude aux DC my¢éloides du sang, et plus particulierement aux
DC CD141". Il a en effet été décrit que les DC CD141" seraient spécialisées dans la
présentation croisee d’antigénes [447, 461, 474, 475], bien que cela soit sujet & controverse
[476-478]. Grace au modele de présentation croisée de 1I’antigéne de tumeur NY-ESO-1 a un
clone de lymphocyte T CD8" spécifique que nous possédons dans 1’équipe, il sera possible
d’évaluer les propriétés de présentation croisée d’antigéne des 3 types de DC du sang

exposées aux cellules tumorales infectées par le MV.
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Les DC sont treés efficaces pour induire des réponses immunitaires anti-tumorales.
Cependant, une fois sur le site tumoral, elles subissent souvent des modifications les dotant de
fonctions immunorégulatrices favorisant le développement tumoral. De nombreux facteurs
comme le VEGF, la PGE2 (Prostaglandine E2), le TGF-p, I’IL-10, I’IL-6 ou encore le M-CSF
(Macrophage Colony-Stimulating Factor) sont sécrétés par les cellules tumorales elles-mémes
et par certaines cellules présentes dans 1’environnement tumoral, comme les macrophages
associés aux tumeurs et les lymphocytes T régulateurs [382]. Ces facteurs empéchent la
différenciation et la maturation correctes des DC myéloides, induisant alors 1’activation de
lymphocytes T régulateurs. De plus, on retrouve dans I’environnement tumoral et les
ganglions drainants la tumeur des DC myéloides exprimant IDO, enzyme catabolisant le
tryptophane et qui prive ainsi les lymphocytes T d’un acide aminé essentiel a leur
prolifération et leur différenciation [604]. En induisant I’apoptose ou [’anergie des
lymphocytes T, IDO est un agent immunosuppresseur puissant. De nombreux mécanismes
convertissent également les pDC en cellules immunosuppressives [605]. Ainsi, on peut noter
la présence de pDC exprimant IDO dans les ganglions drainant la tumeur [606]. D’autre part,
les pDC associées aux tumeurs expriment ICOSL (Inducible Costimulator Ligand), se liant a
son récepteur ICOS présent sur les lymphocytes T CD4" naifs pour générer des lymphocytes
T régulateurs exprimant la cytokine IL-10 [607]. Cette fonction suppressive des pDC a été
observée chez des patientes atteintes de cancer de I’ovaire et de cancer du sein [608, 609]. Il a
également été rapporté que la PGE2 ainsi que le TGF-p présents dans I’environnement
tumoral inhibent la sécrétion d’IFN-a et de TNF-a par les pDC stimulées par des ligands de
TLR7 et 9, et empéchent la migration des pDC dans les ganglions drainant la tumeur [610]. Il
faut donc développer des agents thérapeutiques capables de stimuler et de réorienter les
fonctions des DC présentes dans les tumeurs.

La stratégie d’immunothérapie anti-tumorale consistant a injecter des DC activées ex
vivo présente certaines limites. Les DC peuvent étre chargées en antigénes avec des longs
peptides contenant des épitopes connus d’antigénes de tumeur, des protéines completes ou
encore des ARN messagers codant pour un antigene de tumeur [395]. Cependant, ces
protocoles de chargement ne permettent 1’induction de réponses immunitaires qu’envers un
nombre restreint d’antigénes, et il est nécessaire d’identifier ceux présents chez la majorité
des patients. De plus, il peut étre difficile d’atteindre certains variants tumoraux présentant
des mutations ou des défauts d’expression des antigenes de tumeur. La solution de
chargement des DC a partir d’'un lysat de cellules tumorales autologues permettrait

I’établissement de réponses spécifiques d’antigénes de tumeur du patient, mais cette
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procédure est difficile a mettre en place. Une autre limitation de cette stratégie réside dans la
méthode d’injection des DC. En effet, la migration des DC dans les ganglions lymphatiques et
I’induction de réponses lymphocytaires T anti-tumorales dépendent du site d’injection des
DC. Tandis que I’injection intraganglionnaire permet une meilleure migration des DC dans les
ganglions adjacents par rapport a l’injection intradermique, cette dernieére permet une
meilleure induction de lymphocytes T anti-tumoraux [611]. Enfin, cette stratégie
immunothérapeutique est lourde a realiser, colteuse, difficile a standardiser et a optimiser, ce
qui a certainement contribué a son succes limité [395]. 1l semble donc préférable d’activer les
DC in situ en utilisant des activateurs adéquats. Dans un modele de cancer du sein chez la
souris, il a été notamment montré in vivo que I’injection intratumorale d’un ligand de TLR7
permet de restaurer les propriétés anti-tumorales des pDC, accumulées sous forme immature
dans la tumeur et participant au développement tumoral, en induisant leur sécrétion d’IFN-a
[612].

La stratégic d’immunothérapie oncolytique basée sur 1’utilisation du MV apparait
donc optimale pour activer les DC. En effet, en induisant la mort immunogéne des cellules
tumorales, le MV permet la libération d’antigénes de tumeur accompagnés de DAMP et de
PAMP. Ces signaux pourraient permettre le recrutement de nouvelles DC dans la tumeur, ou
permettre une activation adéquate des DC déja présentes grace au reconditionnement du
microenvironnement tumoral. Dans cet environnement, la maturation des DC associée a
I’acquisition d’antigénes propres a la tumeur du patient traité, pourraient étre favorisées et
provoquer leur migration vers les ganglions lymphatiques pour une présentation efficace des
antigénes de tumeur aux lymphocytes. De plus, le MV pourrait avoir la capacité d’induire in
vivo des pDC et des DC myéloides cytotoxiques, pouvant participer a 1’éradication de la
tumeur. En effet, il a ét¢ montré chez ’homme que I’application d’une créme contenant de
I’imiquimod (ligand de TLR7) sur des Iésions de carcinome basocellulaire induit un infiltrat
immunitaire, contenant des pDC et des DC myéloides cytotoxiques, qui est associé a leur
régression compléte [559].

De nombreuses preuves pré-cliniques chez la souris ont mis en évidence I’intervention
de lymphocytes T CD8" dans 1’élimination de tumeurs suite a I’injection de divers virus
oncolytiques [397, 400]. Chez ’homme, les résultats de 1’essai clinique de phase I évaluant
I’efficacité du MV pour le traitement du cancer de 1’ovaire chimiorésistant a révélé la
présence de lymphocytes T CD8" spécifiques d’antigénes de tumeur dans le sang des
patientes [243]. De méme, chez des patients atteints de mélanome métastatique traités par le

virus de I’herpes T-Vec, des lymphocytes T CD8" spécifiques de I’antigéne de tumeur
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MART-1 ont été observés dans les lésions injectées ainsi que dans les lésions non injectees
[259]. Cependant, D’activation ainsi que D’activité cytotoxique de ces lymphocytes T
specifiques d’antigénes de tumeur peuvent étre altérées par certaines molécules appelées
"checkpoints” immunitaires, intervenant normalement pour le maintien de la tolérance du soi
et le controle de ’amplitude de la réponse immunitaire dans les tissus périphériques [613].
Une de ces molécules est CTLA-4, exprimée par les lymphocytes T et qui intervient dans la
régulation de leur premicre phase d’activation. Il est reconnu que CTLA-4 entre en
compétition avec la molécule co-stimulatrice CD28 et influence négativement la signalisation
du TCR des lymphocytes T spécifiques de I’antigéne présenté par les DC. Cette molécule
ayant un role physiologique important et n’étant pas spécifiquement régulée par la tumeur, on
pouvait initialement s’interroger sur 1’intérét de la bloquer. Cependant, suite a des études pré-
cliniques ayant prouvé un effet anti-tumoral du blocage de CTLA-4 [614], des anticorps
monoclonaux ont été testés en clinique, et en 2010 I’ipilimumab a été approuvé par la FDA
pour le traitement du mélanome métastatique, permettant une amélioration de la survie des
patients [615]. Un autre récepteur inhibiteur, PD-1 est exprimé sur les lymphocytes T activés,
afin de limiter I’activité de ces cellules dans les tissus périphériques inflammés et éviter les
phénomenes d’autoimmunité [616]. Cependant, il est maintenant clairement établi que les
tumeurs utilisent ce mécanisme pour résister a I’action des lymphocytes T cytotoxiques [378].
En effet, grace a I’expression du ligand de PD-1, PD-L1, les cellules tumorales induisent
I’apoptose ou I’anergie des lymphocytes T cytotoxiques. De plus, une forte expression de PD-
1 par les lymphocytes infiltrant les tumeurs a été observée, notamment dans le mélanome
[617]. Il est donc apparu intéressant de bloquer cette interaction entre PD-1 et PD-L1 gréace a
des anticorps bloguants afin de restaurer les fonctions de la réponse immunitaire anti-tumorale
effectrice [618]. Des anticorps sont évalués dans des essais cliniques, ciblant PD-1 ou PD-L1
[619]. Le nivolumab, ciblant PD-1, a été approuvé récemment pour le traitement du
mélanome métastatique et du cancer bronchique non a petites cellules [620, 621].

Il est donc intéressant d’envisager I’utilisation de ces anticorps bloquants en
association avec la virothérapie anti-tumorale, pouvant favoriser 1’activation et 1’activité
cytotoxique des lymphocytes T CD8" anti-tumoraux, générés grace a I’action des virus
oncolytiques. Une étude pré-clinique vient d’évaluer I’efficacité de MV codant pour des
anticorps anti-CTLA-4 ou anti-PD-L1 et de I’association du MV avec I’injection systémique
de ces anticorps bloguants [622]. Afin d’étudier les effets immunothérapeutiques, un modele
murin immunocompétent est nécessaire. Etant donné que les cellules murines ne possedent

pas les récepteurs du MV, un modele de mélanome murin B16, modifié pour exprimer la
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molécule CD20 a sa surface, a été genéré chez la souris immunocompétente et les cellules
tumorales peuvent ainsi étre infectées par un MV redirigé vers ce récepteur. Cette étude a mis
en évidence une efficacité thérapeutique des virus MV codant pour les anticorps anti-CTLA-4
ou anti-PD-L1. L’analyse des lymphocytes infiltrant la tumeur aprés le traitement par ces
virus a révelé un profil immunitaire favorable par rapport au MV contrdle, avec une
augmentation du nombre total de lymphocytes, une réduction du nombre de lymphocytes T
régulateurs et un ratio lymphocytes CD8"/lymphocytes T régulateurs élevé. Le traitement des
souris par une injection intra-tumorale du MV contr6le suivie de I’injection systémique
d’anticorps anti-CTLA-4 prolonge la survie par rapport a 1’injection intra-tumorale du MV
codant pour cet anticorps. CTLA-4 intervient au cours des premiéres phases d’activation des
lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques et une injection systémique des anticorps
bloquants est préférable a son expression locale induite dans la tumeur par le MV
recombinant. En revanche, concernant I’anticorps anti-PD-L1, I’efficacité obtenue suite a son
injection systémique est comparable a celle obtenue suite a son expression localisée dans la
tumeur, ce qui concorde avec le fait que la signalisation PD-1/PD-L1 est importante dans le
microenvironnement tumoral, lors de la phase effectrice des lymphocytes activés. Il apparait
donc important d’identifier la meilleure fenétre d’injection des différents anticorps bloquants
pour obtenir une réponse immunitaire anti-tumorale optimale. Le virus oncolytique T-Vec,
récemment approuvé par la FDA, est actuellement évalué en association avec 1’ipilimumab
dans un essai clinique de phase I/l pour le traitement du mélanome métastatique. Lors du
congres OVC 2015, Robert Andtbacka a réveélé que les résultats cliniques obtenus avec cette
combinaison sont meilleurs que ceux obtenus avec le T-Vec seul [247] (Annexe n°1). Une
phase II est en cours afin de comparer 1’association du T-Vec avec l’ipilimumab a
I’ipilimumab seul. Ainsi, 1’association de 1I’immunothérapie oncolytique avec les thérapies
ciblant les "checkpoints” immunitaires pourrait apporter un meilleur bénéfice thérapeutique.
En plus de leur pouvoir anti-viral et de leurs fonctions anti-tumorales directes, il est
reconnu que les IFN de type I jouent un role crucial dans I’établissement des réponses
immunitaires anti-tumorales. lls activent les propriétés de différentes cellules immunitaires
telles que la cytotoxicité des NK, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
macrophages, la capacité de présentation croisée et la maturation des cellules dendritiques
ainsi que la cytotoxicité des lymphocytes T CD8" [372, 526]. Gajewski et ses collaborateurs
ont mis en évidence des réponses lymphocytaires T anti-tumorales spontanées chez certains
patients, corrélant avec une signature IFN de type | [529]. 1l a été décrit que I’ADN des

cellules tumorales mourant par nécrose active la voie de signalisation STING dans les DC
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CD11c* présentes dans I’environnement tumoral, qui produisent alors de I’'IFN-B
potentialisant la capacité de présentation croisée d’antigénes de tumeur par les DC CD8a” aux
lymphocytes T CD8" [529, 531]. L’implication de STING et la signalisation IFN de type |
étant nécessaires a 1’établissement des réponses lymphocytaires T CD8" anti-tumorales
spontanées, des stratégies thérapeutiques ciblant STING par I’injection intra-tumorale
d’agonistes ont été envisagées [532]. Dans une revue récente, Laurence Zitvogel met en avant
I’importance de la signalisation IFN de type | dans le succes de nombreuses thérapies anti-
tumorales [372]. La présence d’IFN de type I et I’expression d’ISG dans la tumeur ont
d’ailleurs été corrélées a un meilleur pronostic chez les patients. Il a été rapporté que
I’efficacité de la doxorubicine, une anthracycline, dépend de la sécrétion d’IFN de type I par
les cellules tumorales [623]. L’analyse de biopsies de patientes souffrant de cancer du sein,
traitées par la doxorubicine, a d’ailleurs mis en évidence que la signature IFN de type |
pourrait prédire la réponse clinique au traitement [623]. D’autre part, trés récemment, deux
groupes ont décrit que I’inhibition de la méthylation de I’ADN entraine une réponse IFN de
type | ayant un effet anti-tumoral [624-626]. Roulois et ses collaborateurs ont notamment
démontré que le traitement de cellules initiatrices de cancer colorectal par une faible dose de
5-aza-2’-deoxycytidine, un agent déméthylant 1’ADN, induit des ARN double brin, pouvant
provenir de I’expression de séquences rétrovirales latentes présentes dans le génome, menant
a la production d’IFN de type | par la voie Mda5/MAVS/IRF7 [624]. L’injection systémique
d’IFN de type I étant accompagnée d’effets indésirables, 1’objectif est d’induire leur
production dans la tumeur, par les cellules tumorales elles-mémes ou les cellules immunitaires
infiltrantes telles que les DC. Les études précédemment décrites ont mis en évidence un
bénéfice a induire la réponse IFN de type | en mimant une infection virale [623-625]. Parmi
les stratégies proposées, certaines consistent donc a injecter des ligands synthétiques de PRR
tels que RIG-1, Mda5 et TLR3, pour induire la production d’IFN de type I [372, 627]. Le MV
présente ainsi I’avantage d’induire la sécrétion d’TFN de type I dans I’environnement tumoral
suite a sa détection par des récepteurs spécifiques dans les cellules saines environnantes, les
cellules tumorales si elles possédent une signalisation IFN de type | totalement ou
partiellement intacte, mais également dans les pDC, qui produisent une importante quantité
d’IFN-a, et les DC my¢loides.

La stratégie de virothérapie anti-tumorale basée sur I’utilisation du MV représente
ainsi une modalité thérapeutique tres attractive. En effet, en plus d’étre un agent lytique
efficace ciblant spécifiquement les cellules tumorales, le MV possede des propriétés

immunostimulatrices. Grace a la mort immunogene des cellules tumorales, la libération
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d’antigénes de tumeur et I’'importante sécrétion d’IFN de type I qu’il induit, le MV peut
établir un environnement favorable a I’activation des DC et a l’initiation de réponses
immunitaires anti-tumorales efficaces. Le MV est un agent idéal pour générer des
lymphocytes T CD8" spécifiques d’antigénes de tumeur et il peut étre envisagé de le coupler a
des thérapies appropriées, telles que les inhibiteurs des "checkpoints” immunitaires, visant
ainsi a bloquer certains mécanismes d’échappement de la tumeur vis-a-vis du systéeme

immunitaire dans le but d’obtenir une efficacité thérapeutique optimale.
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This last year was productive for the oncolytic viruses (OV) field with numerous
advancements. The 9th international conference on oncolytic virus therapeutics, that has been held in
Boston, USA, from the 13th to the 16th of june 2015, was the opportunity to discuss these progresses
(OVC Boston 2015: the conference program with abstracts and the list of participants is available at
this address: http://ovcboston.com/final-program/). It was locally organized by Nino Chiocca from
Brigham and Women’s Hospital and Samuel Rabkin from Massachusetts General Hospital. OV are
viruses that infect preferentially or exclusively cancer cells and cause immunogenic cell death which
induces or stimulates an anti-tumor immune response in patients “ % During this congress, many
encouraging clinical results were presented.

T-vec from Amgen Inc. is a strain of Herpes simplex type | virus that was selected to infect
tumor cells. It is modified to encode the granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
to stimulate immunity and is deleted for two virulence factors, ICP47 and ICP34.5. Results of a phase
11 clinical trial where T-vec was used to treat metastatic melanoma patients were recently published in
the Journal of Clinical Oncology °. At the end of May 2015, the positive clinical benefits observed in
this study led a panel of experts of the food and drugs administration (FDA) to vote for the use of T-
vec in the treatment of metastatic melanoma with a large majority (22 against 1). T-vec may be soon
the first FDA approved oncolytic virus.

These last years, immunotherapy of cancer has been improved by the use of checkpoint
inhibitors (CPI) that are targeted therapies directed against molecules such as CTLA-4 or PD1 that
inhibit the tumor cell recognition and lysis by cytotoxic T cells *. At the conference, Robert Andtbacka
presented preliminary results of a phase I clinical trial where T-vec is associated with ipilimumab, a
CPI targeting CTLA-4, in the treatment of metastatic melanoma. Clinical responses are better than that
would be expected from the individual treatments. A Phase Il comparing ipilimumab plus T-vec with
ipilimumab alone is started.

Attenuated strain of measles viruses (MV) are also promising OV °. MV infects and kills
tumor cells that express the entry receptor CD46 and that are deficient in the antiviral type | IFN
response. The use of Edmonston strain of MV is evaluated for the treatment of several malignancies at
the Mayo Clinic in Rochester, USA, by the teams of Eva Galanis and Stephen Russell. Eva Galanis
presented results of phase I clinical trials for the treatment of ovarian cancer using either MV encoding
the sodium/iodide symporter (MV-NIS) or the carcinoembryonic antigen (MV-CEA) ¢. MV-NIS or
MV-CEA were injected repeatedly in the peritoneal cavity of MV-seropositive patients. Replication of
MV-NIS is followed by '?I SPECT/CT imaging after *?°| injection. Replication of MV-CEA is
monitored by RT-PCR against CEA on peritoneal fluid samples. Replication of both viruses was
observed after injections. Median overall survival of patients receiving low doses of MV-CEA was
10.6 months compared to 29.3 months for those receiving high doses of MV-CEA or MV-NIS.
Furthermore, in this study, an induction of a T cell response against tumor antigens was observed after
treatment. A phase Il is now started comparing MV-NIS to chemotherapy.

Stephen Russell presented an update of the phase | clinical trial for the treatment of MV-
seronegative patients with metastatic multiple myeloma. The patient he described in its paper of May
2014 ', who was alive 6 months after the treatment, is still alive today, 24 months after treatment.
Stephen Russell also discussed the use of a vesicular stomatitis virus (VSV) encoding IFN-f.

Hardev Pandha provided an update on the clinical phasel/ll of CAVATAK CVA21, an
oncolytic coxsackievirus, positive-sense single-stranded RNA picornavirus that binds to the N-
terminal domain of ICAM-1, which is highly expressed on many solid tumors . This phase I/1l study
is investigating the tolerance of multiple escalating intravenous doses of CVA21 in advanced cancer
patients. To date, multiple CVA21 infusions have been generally well tolerated, and preliminary data
indicate possible viral replication within tumor. Gough Au presented significant anti-tumor activity
mediated by the combination of CVA21 and CPI (anti-PD1 and anti-CTLA4) in the murine B16
melanoma model and clinical evaluation of CVA21 in combination with anti-CTLA4 in advanced
melanoma patients is currently underway.

Preclinical results suggest that combination of PD-1 inhibition therapy with Reolysin, that is
an oncolytic reovirus evaluated in ongoing Phase III clinical trial ¢, confers significant survival
benefit in a subcutaneous B16 melanoma model, by augmenting tumor-specific NK responses and
specifically attenuating tumor-specific immunosuppression.
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JX594 is a strain of vaccinia poxvirus modified by addition of the GM-CSF gene and deletion
of the thymidine kinase gene. The replication of this virus requires a thymidine kinase activity that can
be found in tumor cells. A phase Il clinical trial for the treatment of hepatocellular carcinoma with
JX594 is planned by SillaJen Biotherapeutics and Transgene SA after the encouraging clinical results
of the phase 11 *°.

Other encouraging clinical results, notably for the treatment of glioblastoma with different
OV, were presented at the conference during two sessions dedicated to clinical trials. OV Basic
research was also addressed such as the role of the tumor microenvironment on OV efficiency
presented by John Bell ™, and the role of the STING pathway in tumor development and the
sensitivity of tumor cells to DNA OV presented by Glen Barber *. It is not our goal to list all
advancements in the OV field that were presented at this conference. We therefore apologize to the
authors of all the other studies presented at the conference that are not reviewed here.

To conclude, it is worth noting that all preclinical and clinical studies of combination of OV
with CPI (anti-CTLA4, anti-PDL1 and anti-PD1) show a synergy of these two types of treatment.
Thus a consensus emerges to claim that OV are good CPI allies. Indeed, OV induce or increase the
lymphocytic infiltrates in tumors and CPI treatment improves their cytotoxic activity. It was therefore
proposed that, whenever possible, OV would be associated with CPI in clinical trials. Finally, it was
also suggested that "oncolytic virotherapy" is renamed "oncolytic immunotherapy"”, given the
importance of the induction/stimulation of an anti-tumor immune response in the QV efficacy.

A new outbreak of good news for the OV field is now expected in Vancouver, Canada, in
2016 for the 10th international conference on oncolytic virus therapeutics.
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Abstract: Cancer virotherapy is an attractive alternative to conventional treatments because it
offers a wide range of antitumor effects due to 1) the diversity of the oncolytic viruses that are
now available and 2) their multifaceted activities against both tumor cells and tumor vessels,
in addition to their ability to induce antitumor immune responses. In this review, we summa-
rize preclinical and clinical data regarding the targeting of malignant mesothelioma (MM) by
oncolytic viruses. We also discuss the potential of other oncolytic viruses that have already
shown antitumor effects against several malignancies in advanced clinical trials but are yet
to be tested against MM cells. Finally, we review how the activation of the immune system
and combinations with other types of anticancer treatments could support the development of
oncolytic virotherapy for the treatment of MM.

Keywords: oncolytic viruses, cancer virotherapy, malignant mesothelioma, antitumor immune

responses, immunotherapy

Introduction

Oncolytic viruses are either naturally occurring or genetically engineered viruses
that are able to target tumor cells preferentially over healthy cells.! Such viruses have
been shown to exert antitumor activity against numerous types of human cancers, and
several are currently being tested in the final phases of clinical trials. Their ability to
not only kill cancer cells specifically but also both impair abnormal vasculature and
stimulate different types of immune effectors makes them potent therapeutic agents
that are adapted to a variety of clinical situations. One can expect that some of these
oncolytic viruses will be routinely used to treat clinically challenging malignancies
within a few years.

Questions remain regarding treatment modalities, eg, when deciding the route of
administration or the number of injections that would be necessary to achieve sig-
nificant antitumor responses. One of the major pending issues relates to the ability
of the oncolytic vectors to escape from antiviral mechanisms — such as neutralizing
antibodies that are present in body fluids or type I interferon pathways — that could
dampen their antitumor efficacy. When applicable, the use of intratumor or intracavity
injections may be advocated, which are expected to increase the probability of contact
between the virus and the tumor cells while limiting neutralization of the viral par-
ticles before they reach the tumor site. As an example, patients with advanced ovarian
cancers who were immune to measles virus (MV) were shown to be efficiently treated
by intraperitoneal injections of an oncolytic strain of MV.>* Other malignancies that
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are known to arise in or metastasize to body cavities thus
make good candidates for similar approaches.

In this review, we discuss the aspects that make viro-
therapy a good alternative to conventional treatments for
malignant mesothelioma (MM), an aggressive cancer that
affects the cells delineating different body cavities and for
which an efficient treatment is yet to be designed. We sum-
marize data that have been collated over the past 2 decades
in order to support further investments for the development
of virotherapeutic strategies for patients with MM.

Malignant mesothelioma

Asbestos exposure has been known for several decades
to cause various respiratory diseases. One of the most
illustrative pathologies related to occupational asbestos
exposure is malignant pleural mesothelioma (MPM), an
incurable cancer affecting pleural mesothelial cells.** These
cells are normally constitutive of the two membranes — the
parietal pleura and the visceral pleura — that surround and
protect the lungs. MM can also, rarely, arise from mesothe-
lial cells delineating the pericardium (heart), the peritoneum
(abdomen), or the tunica vaginalis testis and tunica serosa
uteri (reproductive organs).

MPM is characterized by pleural thickening, the for-
mation of pleural plaques and the accumulation of pleural
fluid — known as pleural effusion — between the two layers of
the pleura. This malignancy is commonly diagnosed several
decades after exposure to asbestos, with symptoms that can
be mistaken for those of invasive lung cancer or of pleural
metastases from other types of cancers.® It is an extremely
aggressive neoplasm, resistant to conventional treatments
including surgery, chemotherapy, and radiotherapy. Out-
comes for this disease are extremely poor, with a survival
rate of approximately 40% 1 year after diagnosis and only
10% after 5 years.”

These clinical hurdles make MM a suitable candidate for
innovative therapeutic approaches such as oncolytic viro-
therapy, with the aim of improving its clinical management.
Because the treatment of pleural effusion indeed requires
access to the pleural cavity, local injections of oncolytic
viruses into the pleural or the peritoneal cavities could be
envisioned.

Herpesvirus

Several DNA viruses from the Herpesviridae family have
been investigated for their oncolytic properties.! The most
advanced, talimogene laherparepvec (T-Vec), previously
known as OncoVEX MSE is an oncolytic herpesvirus (HSV)
that showed significant antitumor activity after intratumoral

injection in a recent Phase II clinical trial for the treatment of
melanoma.® This virus is currently being tested in a Phase I1I
study and is expected to be shortly approved for clinical use
by the US Food and Drug Administration.

T-Vec has not yet been used in patients with MM, but other
strains of HSV have been studied for their ability to target
and specifically kill mesothelioma cells. In 1997, it was first
shown that replication-restricted HSV-1716 could eliminate
human MM cells both in vitro and in immunodeficient mice.’
In the following years, Adusumilli et al published several
articles in which they showed that different oncolytic HSV
vectors were relevant therapeutic agents to target human
MM, alone or in combination with other types of anticancer
treatments.'*!3 HSV-1716 is currently being investigated
in a Phase I/Ila trial to determine the safety and efficacy of
single or multiple intrapleural administrations of the virus
in patients with MPM (Table 1).

Other strains of oncolytic HSV, such as G207, NV1020,
and NV1066, that code for fluorescent proteins have also been
used to treat and image primary tumors and metastases of
mesothelioma in vivo.'?'* This alternative use of oncolytic
viruses identified minimal residual disease and lymph node
metastases in animal models. Such an approach could par-
ticipate in improving the clinical management of MM.

Poxvirus

JX-594, also known as pexastimogene devacirepvec
(Pexa-Vec), is another oncolytic virus expected to be tested
in a Phase III clinical trial for patients with hepatocellular
carcinoma. In the prior Phase II study, regression of both
the injected tumors and tumors distant from the injection
site were observed, suggesting the induction of an antitumor
immune response.'’ Interestingly, half the patients were
seropositive for vaccinia virus prior to the treatment, but
the therapy was efficient in all patients independent of their
immune status.

In the corresponding Phase I study that was conducted in
patients with different types of solid tumors, a single patient
with metastatic MPM was included and showed partial
remission for more than 10 weeks after a single intravenous
injection of the virus.'® Another Phase I trial is underway
for patients with malignant pleural effusions of different
origins, including those with MPM (Table 1). This group of
researchers previously showed that such an oncolytic virus
could specifically target human MM cells in vitro and in an
orthotopic animal model."”'* Another vaccinia virus was also
recently shown to treat MM efficiently in vivo in association
with cytoreductive surgery.?’ In 2000, a first study showed
that a recombinant vaccinia virus encoding the interleukin-2
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Table | Completed and ongoing clinical trials of virotherapy for malignant mesothelioma treatment

Virus Phase Patients Treatment modalities Results Reference
Adenovirus
Ad.HSVtk | 21 MPM No previous therapy WEell tolerated 55
Intrapleural injection Antitumor antibodies
(=1.5x10" particles) 2 long-term survivors
+ systemic ganciclovir (>6.5 years)
Ad.hIFN-B | 7 MPM No previous therapy Antitumor immune 35
(BGO00O1) 3 metastatic pleural effusions  Single intrapleural injection response in 7/10 patients
(ovary, lung, MPM) (9%10'"'-3x10'"? particles) Clinical response (SD) in
4/10 patients
Ad.hIFN-B | 10 epithelioid MPM 2 intrapleural injections Well tolerated 36
(BGOO0O0O1) 7 metastatic pleural effusions  (7-day interval) Antibody responses against
(ovary, lung, breast) (3x10'"'=1x10'"? particles) tumor antigens
| PR, 2 SD, 7 with
survival >18 months
Ad.hIFN-02b Pilot 9 MPM 2 intrapleural injections Well tolerated 34
(SCH 721015) (3-day interval) Neutralizing antibodies
(3x10'"'=1x10'"? particles) I PR and 2 SD
Ad.hIFN-02b 11l MPM 2 intrapleural injections Ongoing NCTOI 119664
(SCH 721015) + 46 cycles of chemotherapy
Ad.hIFN-02b | MPM 2 intrapleural injections Ongoing NCTOI1212367°
(SCH 721015) (3-day interval)
Ad5-D24-GMCSF Unspecified 2 MPM After chemotherapy Well tolerated 54
Single intrapleural injection Tumor-specific and virus-
(2.5x10"-3x10'" particles) specific immunity
I SD and | PD
Ad5/3-D24-GMCSF | I MPM After chemo-/radiotherapy T CD8* tumor infiltration 65
(ONCOSs-102) 4 intratumoral injections Thl polarization
(3x10'" particles)
+ cyclophosphamide (daily)
Poxvirus
VV-IL2 6 MPM Intratumoral injection Well tolerated 21
No tumor regression
JX-594 | | metastatic MPM After chemotherapy PR over 10 weeks 16
(pexastimogene Single intravenous injection
devacirepvec) (1.5x107 particles)
GL-ONCI | Malignant pleural effusions Intrapleural injection Ongoing NCTO01766739:
(primary, metastases, and
MPM)
Reovirus
Reolysin | I MPM Pretreatment with docetaxel Minor response 48
Intravenous injection 23% size decrease for
(I1x10°-3x10"° TCID, ) | invaded lymph node
Up to 8 cycles (every 21 days)
of 5 daily injections
Measles virus
MV-NIS | MPM Intrapleural injections Ongoing NCTO01503177¢
Up to 6 cycles (every 28 days)
Herpesvirus
HSV-1716 I/lla MPM Single/multiple intrapleural Ongoing NCTO01721018°

injections

Note: *NCT references can be viewed at https://clinicaltrials.gov/
Abbreviations: Ad, adenovirus; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IL2, interleukin-2; MPM, malignant pleural mesothelioma; PD, progressive
disease; PR, partial remission; SD, stable disease; VV, vaccinia virus; TCID, tissue culture infective dose.

gene could be safely delivered to the pleural cavity to target
tumor cells and was then able to attract immune cells to the

tumor site.?!

As with HSVs, oncolytic vaccinia viruses can be used
for imaging purposes by using vectors recombinant for

radioelement transporters.!”!® This facilitates the detec-
tion of orthotopic tumors in mice by scintigraphy, positron

emission tomography, or single-photon emission computed

tumors in patients treated by virotherapy.

tomography. This could be of great value when monitoring
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Adenovirus

Adenoviral vectors have been widely used in viral gene
therapy experiments because of the possibilities they offer
for genetic engineering. As a consequence, oncolytic adeno-
viruses come in many varieties that were created to display
specific antitumor properties against different types of human
tumors. The first oncolytic virus to be approved for clinical
use was the adenovirus H101 for the treatment of head and
neck cancer in the People’s Republic of China in 2006.>

Several approaches have been developed to exploit
tumor alterations that could favor specific replication of
adenoviruses in MM cells compared with the surrounding
healthy tissues. These approaches mainly rely on the use
of tumor-specific, promoter-regulated adenoviruses using
promoters such as those of the survivin,? CREBBP/EP300
inhibitory protein 1,** telomerase,” and midkine’**® genes
that can be highly active in MM cells. The use of specific
promoters guarantees the safety of oncolytic adenoviruses
that are then unable to replicate in nonmalignant cells. A
similar strategy was used with an adenovirus dependent on a
mesothelin promoter that showed specific antitumor activity
in ovarian cancer, but to date, this virus has not been tested
against mesothelioma cells.?

Other types of viral therapy have been developed against
MM, eg, by inserting genes encoding tumor suppressors or
immunostimulatory molecules into adenoviral vectors. Some
reports show that such vectors can be used to exploit the p53
status of MM cells. An E1B-55 kDa-defective adenovirus can
thus activate p53 in p53-mutated MM tumors to promote kill-
ing of the tumor cell,*® while an adenovirus encoding p53 was
shown to activate apoptotic pathways in MM cells.>! Similar
strategies were used to reexpress p/4 or p16 tumor suppressor
genes.*>* These do not qualify as “oncolytic virotherapy” per
se, but such approaches have allowed scientists and clinicians
to test the safety and efficacy of intrapleural gene delivery to
treat MM in the clinical setting (Table 1).**¢ These differ-
ent studies showed that intrapleural delivery of viral vectors
is well tolerated and also provides specific modes of action
that can be beneficial for the treatment of MM, especially by
activating the antitumor immune response.*’

RNA viruses

Several attenuated RNA viruses have been shown to exert
oncolytic activity against a wide variety of human tumor
types. Among these, vesicular stomatitis virus (VSV), MV,
Sendai virus, Newcastle disease virus, reovirus, and even
retroviruses have been specifically investigated for their
ability to target and kill human MM cells.

VSV encoding the IFN-f gene specifically replicates
in tumor cells deficient for the type I interferon path-
ways and shows anti-MM effects.?®3? Alterations of type
I interferon pathways in human MM cells should also be
considered when planning oncolytic virotherapy strategies
with other viruses in patients with MM. Indeed, we recently
described — in tumor cells derived from 22 patients with
MPM - how type I interferon deficiencies could discriminate
between patients who would be susceptible to oncolytic MV
virotherapy and those who would be resistant to this type of
treatment (Achard et al, unpublished data, 2015). Nonethe-
less, we had previously shown that MV was able to target and
kill human mesothelioma cells,* which was then confirmed
by another team at the Mayo Clinic.*' A Phase I clinical trial
is thus in progress to investigate intrapleural delivery of MV
in patients with MPM (Table 1).

MV was also shown to be an excellent platform to
express different reporter transgenes such as the carcino-
embryonic antigen®** or a sodium—iodide symporter* that
allow for better monitoring of oncolytic MV targeting and
replication in patients, which could be applied to MM.
Data from MV are believed to be translatable to canine
distemper virus, which could be a valuable vector to test
oncolytic virotherapy in dog models of MM.* Sendai virus,
another paramyxovirus related to MV, has also been shown
to specifically target human MM in a xenograft model.*
From the same family, Newcastle disease virus showed
similar antitumor activity against numerous human MM
cell lines.*

Reoviruses, in particular Reolysin, which has been suc-
cessfully tested in a Phase I trial for patients with metastatic
melanoma,*” are other promising oncolytic agents. So far,
only one patient with metastatic MPM has been included
in a clinical trial using Reovirus, and this showed that this
tumor type could be targeted by the virus. Indeed, infected
MPM cells showed strong viral protein production, and
a decrease of the size of an invaded lymph node was also
observed in this patient after six cycles of docetaxel/reovirus
combination.*®

Finally, retroviral replicating vectors have been shown
to efficiently transduce human MM cells both in vitro and
in vivo in subcutaneous xenograft models.*-*° The vectors that
were used in this study encode a prodrug activator gene that
sensitizes tumor cells to the prodrug, 5-fluorocytosine. Tumor
cells and their healthy counterparts were reported to exhibit
different expression levels of the retrovirus receptors, which
could account for the oncolytic potential of retroviruses
against MM.
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Antitumor immune responses
Specific lysis of tumor cells is a fundamental feature of
oncolytic viruses. Nevertheless, these viruses can exert their
antitumor activity through additional mechanisms such as the
targeting of tumor vessels®? or the activation of immune
cells. This ability to induce tumor-specific immune responses
is now believed to be essential for the antitumor effects that
have been observed in patients.”* Most of the viruses that
are currently being tested in advanced clinical trials are
thus designed to activate immune responses that can help
their antitumor properties. For instance, Pexa-Vec and T-Vec
viruses are engineered to express the human granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor that is necessary for
the antitumor effects that have been reported in clinical tri-
als.®1 Likewise, an oncolytic adenovirus coding for human
granulocyte—macrophage colony-stimulating factor showed
immune activation abilities in a Phase I trial on different types
of solid tumors, even though only one of the two patients with
MPM included showed disease stabilization, while the other
patient exhibited progressive disease.>

Back in 2005, Sterman et al hypothesized that the anti-
tumor effects they observed in patients with MPM after
intrapleural injection of an oncolytic adenovirus were due to
the induction of an antitumor immune response characterized
by the production of tumor-specific antibodies.*® This was
then confirmed with adenoviral vectors encoding the type I
interferon genes that were able to activate cytotoxic T cells,
natural killer cells, and humoral responses in the pleural cav-
ity.>*% As discussed earlier, activation of the type I interferon
response by oncolytic viruses is a double-edged sword; these
interferons have a strong antiviral activity, mainly due to their
ability to shut down protein synthesis and to activate cell death
programs in infected and neighboring cells. However, they are
also strong inducers of the innate immune response that can
subsequently initiate specific antitumor responses, and thus
synergize with the direct cytotoxic effects of the viruses.*

VSV is one of the major oncolytic viruses for which the
antitumor immune response is believed to have a central role.
Actual oncolytic activity (ie, viral replication in tumor cells)
of VSV is not always observed after systemic treatment of
animals in vivo, but this virus is extremely efficient in acti-
vating specific adaptive immune responses when reaching
immune cells in the lymphoid organs. It has been shown that
VSV-mIFNp encoding the murine interferon-f3 gene is able
to induce general CDS8 T-cell activation against MPM cells
after locoregional delivery of the virus.*® Such a mechanism
could be exploited to improve the antitumor efficacy of VSV
against MM. However, VSV-induced immune responses will

need further characterization as the same research group
subsequently showed that the virus can also induce a trans-
forming growth factor-f—dependent suppressive activity
mediated by myeloid-derived suppressor cells in a different
tumor model.”’

A critical feature for oncolytic viruses lies in their ability
to kill tumor cells by inducing cell death exhibiting immuno-
genic properties. Different types of immunogenic cell death
have been identified, including programmed necrosis — also
known as necroptosis — pyroptosis or a specific type of immu-
nogenic apoptosis, most of which are induced by anticancer
treatments.>® Oncolytic viruses are powerful inducers of
tumor cell death and can definitely provide signals bearing
immunogenic properties.’>> As an example, we previously
showed that MV was able to induce immunogenic cell death
in infected human MPM cells. This allows for the activation
of central immune cells such as myeloid*’ and plasmacytoid®
dendritic cells that are then able to cross-prime tumor-specific
cytotoxic T-cell responses.®! There has been a recent interest
in stimulating plasmacytoid dendritic cells for the treatment
of cancer®? that could be largely exploited by developing
oncolytic virotherapy for cancers such as MM.

A recent Phase I trial described systemic antitumor
effects after MV treatment of two patients with multiple
myeloma, which strongly suggests the involvement of the
immune system.® This same group previously reported that
MYV encoding the interferon-B gene induced immune cell
infiltration — mainly macrophages — into human MM xeno-
grafts and the associated microenvironment.*! Another study
showed that MV is an appropriate vector for immunotherapy
when used in combination with anti-PD-L1 or anti-CTLA-4
antibodies.* One recent study also reported the induction of
different antitumor immune mechanisms after intratumoral
injection of an oncolytic adenovirus (Ad5/3-D24-GMCSF
or ONCOS-102) in one patient (Table 1).% These findings
require further research to determine how they can be applied
to the treatment of MM in patients, but they confirm that viral
vectors and oncolytic viruses can be used in antitumor vac-
cine strategies. One can thus anticipate the use of oncolytic
vectors coding for tumor antigens to mount specific immune
responses against MM tumors, a strategy that has already
been developed for other malignancies.®

Treatment combinations

To date, cancer virotherapy has shown extremely promis-
ing results both in preclinical studies and in clinical trials.
However, further combinations of oncolytic viruses with other
types of cancer treatments could again improve its efficacy.
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In addition, combination studies are of great value because
virotherapy is usually tested as a second-line or third-line
therapy and it would be interesting to determine how other
anticancer therapies could impact — positively or negatively —
on its efficacy in patients.

Combined treatment with cisplatin plus pemetrexed —
also known as Alimta — has become the standard of care for
MM even though its mild clinical efficacy only accounts for
an increased survival of approximately 3 months.” Different
studies have been performed to determine whether these che-
motherapies can synergize with oncolytic viruses to improve
the efficacy of both approaches. It was first shown that the
stress response induced by cisplatin in cell lines derived from
epithelioid, sarcomatoid, or biphasic MM could potenti-
ate the replication and cytotoxicity of the oncolytic HSVs
NV1066 in vitro.'" The same group reported that the DNA
damage response induced by radiation could also synergize
with NV1066 for increased antitumor activity.!' It was also
shown that the use of a replication-competent adenovirus
deficient for E1B-55kDa, or encoding p53, sensitized MM
cells to apoptosis and cytotoxicity induced by cisplatin
or pemetrexed.’**! These results are extremely interesting
because they show that oncolytic viruses could benefit from
the chemotherapeutics already used in patients with MM to
achieve their antitumor effects.

The antitumor effects of epigenetic drugs have been
widely demonstrated for the treatment of hematological
cancers, but more work is needed to define their use for solid
tumors. Nonetheless, this class of drugs has shown promising
results for the treatment of MM¢7-¢® and also exhibits different
types of actions that could enhance or interfere with oncolytic
virus activities. Indeed, inhibitors of histone deacetylases
have been demonstrated to synergize with certain oncolytic
viruses such as VSV to infect refractory primary tumors by
dampening the type I interferon response.® Valproic acid was
also shown to enhance HSV replication in tumor cells by a
similar mechanism.” Analogous studies were carried out with
different types of oncolytic viruses and showed a variety of
mechanisms, such as anti-angiogenic actions, proapoptotic
effects, and upregulation of viral receptors, leading to antitu-
mor activity.”"”> Such an approach should thus be considered
when designing combinatorial therapeutic strategies using
oncolytic viruses for the treatment of MM.

Conclusion

MM is an aggressive cancer for which there is an urgent need
for the development of efficient, innovative therapeutic strat-
egies to improve its clinical management. Cancer virotherapy

is currently one of the most promising alternatives, with
several studies having already shown that human MM cells
are sensitive to many different oncolytic viruses by direct
killing or by immune-mediated mechanisms. Nonetheless,
extensive research is necessary to better define the modali-
ties of treatment and to anticipate how experimental data
can be applied to the clinical situation in patients. There
is a critical need for exclusive MM trials in order to clini-
cally address the specificities of this cancer, which is often
included in studies for patients with “solid tumor”, with
a limited number of actual patients with MM evaluated.
Because MM is a relatively rare cancer, it may be difficult to
incorporate a large number of patients in a single study, but
this effort would ensure the clinical validation of oncolytic
virotherapy for this specific malignancy and would hope-
fully provide a brighter prospect for patients afflicted with
this incurable disease.
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Abstract

cell death, which can be beneficial for cancer treatment.

Antitumor virotherapy is a developing approach to treat cancer with oncolytic viruses, namely replicative viruses
that exclusively or preferentially infect and kill tumor cells. Attenuated strains of Measles Virus (MV) are now being
used as oncolytic viruses in clinical trials to treat several types of cancer. The efficacy of oncolytic viruses is mainly
due to their capacity to infect and kill tumor cells, but it has also been demonstrated that their capacity to induce
immunogenic cell death can activate an antitumor immune response. In this review, we describe the oncolytic
capacity of MV and the concept of Immunogenic Cell Death (ICD). We then review how MV induces immunogenic

Keywords: Measles virus; viruses;

Immunogenic cell death

Virotherapy; Oncolytic

Introduction

Antitumor virotherapy using replicative oncolytic viruses that
exclusively or preferentially infect and kill tumor cells is a field that is
growing rapidly, along with progress in molecular biological
engineering [1]. These viruses are often derived from attenuated
strains that either exhibit a natural tropism against tumor cells or that
have been engineered to target tumor cells. Numerous RNA viruses
(coxsackievirus, Newcastle Disease Virus (NDV), Vesicular Stomatitis
Virus (VSV), Measles Virus (MV), poliovirus, and reovirus) and DNA
viruses (adenovirus and vaccinia virus) are now being evaluated in
clinical trials against a wide range of malignancies [1]. Adenovirus
H101 is now approved in China for the treatment of head and neck
cancer, and several other oncolytic viruses, such as HSV, adenovirus,
and reovirus have entered phase III clinical trials [1].

Attenuated MV as an Oncolytic Virus

Structure and replication cycle of MV

Among oncolytic viruses, attenuated vaccine strains of MV show an
interesting spontaneous tropism for infection and replication in tumor
cells, and are now being evaluated for the treatment of several cancers.
MYV is a Morbillivirus of the Paramyxoviridae family, with an envelope
and a negative, non-segmented, single-strand (ss) RNA genome [2].
The World Health Organization (WHO) indexes twenty-four strains
of MV, classed into eight clades [3]. The MV RNA genome comprises
around 16,000 nucleotides and encodes eight proteins. Two of these
are non-structural proteins (V and C), expressed from an alternative
RNA transcript encoding the phosphoprotein (P protein). V and C
protein are virulence factors, notably implicated in the inhibition of

the innate intracellular immune defense, such as the type I Interferon
(IFN) response. P protein, Large protein (L) and Nucleoprotein (N)
form the nucleocapsid, which contains the viral ssRNA genome. The
matrix (M), fusion (F), and hemagglutinin proteins (H) form the viral
envelope with lipids from the infected host cell membrane [2].

The replication cycle starts with the adsorption of MV onto the host
cell membrane through the interaction between the H protein and the
cell surface molecules, CD150, CD46, and/or Nectin-4 [4]. The F
protein mediates the fusion between the viral particle and the host cell
membrane, allowing the negative, single-stranded RNA and the
associated proteins to penetrate into the cytoplasm. These proteins
form a Ribo-Nucleo-Proteic (RNP) complex with the viral polymerase
L, which allows replication of the negative ssRNA and transcription of
MYV genes. The newly assembled viral particles bud from the infected
cell plasma membrane, together with the matrix (M) and the envelope
glycoproteins (H,F). MV infection is known to induce the formation of
syncytia. Indeed, MV-infected cells fuse with neighboring cells, thus
forming multinucleated infected cells that increase the efficiency of
MYV replication.

Oncolytic activity of MV

MYV uses several receptors to enter cells. The pathogenic wild-type
(wt) strains use the signaling lymphocyte activation molecule (SLAM/
CD150), which confers to this virus a natural tropism for T and B
lymphocytes and activated monocytes/macrophages [5,6]. This
receptor usage explains the reports of spontaneous remission of
leukemia and lymphoma in patients who have contracted a wt-MV
infection [7-10]. These reports constitute the first proof of concept
that MV can be used as a natural oncolytic virus.

Since 2001, the oncolytic activity of attenuated strains of MV has
been reported, both in vitro, and in vivo in immunodeficient mice
bearing human tumor xenografts. This activity has been demonstrated
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against T-cell lymphoma [11,12], myeloma [13], sarcoma [14],
pancreatic cancer [15], glioblastoma [16], glioma [17], ovarian
carcinoma [18], prostate cancer [19], breast cancer [19-21], melanoma
[22], renal cell «carcinoma [23], mesothelioma [24,25],
medulloblastoma [26,27], hepatoblastoma [28], and lung/colorectal
adenocarcinoma [29].

Attenuated vaccine strains of MV, such as Schwarz and Edmonston,
which are spontaneously oncolytic, use the CD46 molecule as the
major cell receptor [30-32]. The membrane cofactor protein, CD46, is
an inhibitory complement receptor. Its expression at low density by
healthy cells protects normal tissues from accidental injury by
activated complement. Interestingly, many tumor types overexpress
CD46 to escape complement-dependent cytotoxicity [33,34]. This
selective overexpression by many cancer cell types confers on
attenuated MV a natural tropism for tumor cells. Above a certain
threshold of CD46 expression, the killing and syncytium formation
mediated by MV infection increase dramatically [30], whereas healthy
tissues with a low density of CD46 remain unharmed [18].

Recently, Nectin-4 (PVRL4) has been identified as a novel receptor
for wild-type and attenuated strains [35,36]. This molecule plays a
crucial role in the shedding of MV from the respiratory tract of
infected individuals for transmission of the disease [37]. In humans,
Nectin-4 is mostly expressed in placenta and trachea, and at a lower
level in tonsil epithelial cells, oral mucosa, lung macrophages, and
neuronal cells of the cerebral cortex [35]. It is also frequently
overexpressed in many adenocarcinomas, such as lung, ovarian, colon,
and breast tumors [38-40]. Nectin-4 is used by MV for the infection of
breast tumor cells [20].

Overexpression of MV receptors is probably not the only factor that
determines the ability of MV to replicate and preferentially kill tumor
cells. There is now evidence that host translational control of viral
replication, and the incapability of some tumor cells to develop a type I
interferon innate immune response, affect the oncolytic activity of MV
[14,41,42]. All nucleated cells are equipped with intracytoplasmic
sensors that are considered as Pathogen Recognition Receptors (PRR)
and are able to detect viral infection [43]. In the case of MV, helicases
such as the Retinoic acid-Inducible Gene 1 (RIG-I) and the Melanoma
Differentiation-Associated protein 5 (MDA5) detect viral RNA and
induce the secretion of type I IFN, which protects infected and
neighboring cells from viral replication. Indeed, exposure to type I IFN
induces the expression of numerous Interferon Sensitive Genes (ISG)
that inhibit several stages of viral replication [44]. However, there are
often defects of type I interferon response in tumor cells, to avoid the
triggering of this response by frequent aberrant RNA transcripts
present in these cells [45,46]. It allows the tumor cells to avoid
induction of apoptosis or stimulation of antitumor immune response
by the type I IFN.

Clinical trials with oncolytic MV

MV is now being evaluated, in clinical trials being carried out at the
Mayo Clinic, for the treatment of several malignancies: ovarian cancer,
mesothelioma, multiple myeloma, glioma, and squamous cell
carcinoma of the head and neck [1]. A major asset for the clinical use
of attenuated MV is its excellent safety profile, proven after the
vaccination of millions of children over the past forty years, with no
observed reversion to the wt-MV [47]. To date, the results of three
clinical trials have been published, for the treatment of cutaneous T-
cell lymphoma (CTLC), chemoresistant ovarian cancer, and advanced
multiple myeloma, with encouraging results and limited adverse

effects [48-50]. Heinzerling and colleagues carried out the first phase I
clinical trial of MV antitumor virotherapy using the Edmonston-
Zagreb strain of MV in five patients with CTCL [48]. This clinical
study showed that intratumoral injection of MV after systemic
treatment with IFN-a (to limit infection of healthy cells) induced local
infection and a characteristic cytopathogenic effect of MV on tumor
cells, leading to tumor regression in three patients.

MV was also evaluated by intraperitoneal injection for the
treatment of patients with taxol- and platinum-refractory ovarian
cancers, who were seropositive for measles virus to assure the safety of
the trial. In this phase I clinical study, Evanthia Galanis and colleagues
used MV-CEA, a modified Edmonston strain that produces the
carcinoma embryonic antigen (CEA) as a soluble maker [49]. Indeed,
CEA allows the monitoring of MV replication by serum dosage.
Escalating doses were given to patients, ranging from 10° to 10°
TCID50, with no observed dose-limiting toxicity. Clinical responses
were observed in fourteen of twenty-one patients, notably disease
stabilization, with a median duration of 92.5 days. Clinical response
was associated with a diminution of the tumor-specific marker,
CA-125, in five patients. Median survival time (12.15 months) was
increased considerably compared to the expected median survival of
the patient population (6 months).

More recently, a third phase I clinical trial was performed in two
MV-seronegative patients with relapsing, drug-resistant, metastatic
multiple myeloma [50]. These patients were given, by intravenous
injection, a high dose (10! TCID50 infectious units) of Edmonston
MV recombinant for the sodium/iodide symporter (NIS), which
allows viral replication to be followed in vivo by radioiodine Single-
Photon Emission Computed Tomography (SPECT)-Computed
Tomography (CT) imaging. Both patients responded to the treatment,
with one experiencing a complete response during six months that is
still on-going at the time of this publication.

Immunogenic Cell Death (ICD)

Discovery of ICD

Until the mid-1990s, it was thought that the major factor that
conditions the induction of an immune response was the
discrimination between “self” and “non-self”. The presence of
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) was necessary for
the induction of an efficient immune response [51]. PAMPs are
conserved molecular motifs specific to pathogens that are notably able
to activate Antigen-Presenting Cells (APC) such as Dendritic Cells
(DC), via PRR such as Toll-Like Receptors (TLR) [52]. When exposed
to PAMPs, DC that capture antigens in peripheral tissues migrate to
secondary lymphoid organs and initiate an adaptive immune response.
PAMPs can also be detected during pathogen infection by
intracytoplasmic PRR, which are expressed by all nucleated cells. This
detection activates a cellular innate immune defense known as the type
I IFN response that leads to secretion of type I IFN. These molecules
act by autocrine and paracrine modes to block pathogen replication
and eventually induce apoptosis.

The self/non-self-model fails, however, to explain why some
microorganisms, such as commensal bacteria, are well tolerated, and
why some self-constituents can trigger an immune response without
the presence of pathogen, such as in the case of autograft. To take into
account these phenomena, Poly Matzinger proposed the “danger
theory”, which postulates that the immune system does not concern so
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much with self and non-self, but rather detects situations that present
danger [53]. Indeed, while apoptosis was considered to be
nonimmunogenic, this theory implies that in certain conditions of
stress, such as injury by pathogen, cell death can be accompanied by
the release of cellular danger signals that are able to activate the
immune system. These danger signals released during ICD activate
APC, notably DC that, after capturing antigens, migrate to secondary
lymphoid organs and initiate an adaptive immune response. Danger
signals were later renamed Damage-Associated Molecular Patterns
(DAMPs), as opposed to PAMPs [54]. The integration of both types of
signals, DAMPs and PAMPs, induces and orients the immune
response.

Inducers and types of ICD

Numerous inducers of ICD have now been described. Pathogens
such as viruses can induce ICD [55]. Some chemotherapeutic drugs
used for the treatment of cancer, such as doxorubicine, have also been
shown to induce ICD [56]. In addition, some physical stimuli can
induce ICD, such as ionizing radiation used in radiotherapy [57],
ultraviolet-C irradiation [58], high hydrostatic pressure [59],
hyperthermia [60,61], and freeze/thaw cycles [62].

Different types of ICD have now been described [63]. Indeed, ICD
can result from apoptosis accompanied by an endoplasmic reticulum
(ER) stress and autophagy [64,65]. This form of apoptosis is
characterized by preservation of cell membrane integrity with the
formation of blebs, and by the release of DAMPs, such as high-
mobility group box 1 (HMGBI) protein and adenosine triphosphate
(ATP), and the exposition of calreticulin on the surface of apoptotic
cells. ICD can also result from pyroptosis, characterized by activation
of the inflammasome that leads to the activation of caspase-1, able,
notably, to transform pro-IL-1f into IL-1B [66]. Furthermore,
pyroptosis is associated with the formation of cell-membrane pores
that results in cell lysis. Pyroptosis is especially used by immune cells,
such as neutrophils and leads to a rapid induction of inflammation in
response to some pathogens. Necroptosis is an active necrosis program
that can be induced notably by the presence of Tumor Necrosis
Factor-alpha (TNF-a) produced in response to a pathogen. TNF-a can
trigger its receptor TNFR1 which lead to activation of receptor-
interacting protein kinase 1 and 3 (RIPK1 and RIPK3). This signaling
pathway will lead to necroptosis. This form of ICD is accompanied by
the passive release of DAMPs such as HMGB1 and long genomic
DNA, due to the loss of cell membrane integrity [67,68]. Finally, ICD
can also result from passive necrosis induced by pathogen infection,
toxin exposure, or physical trauma, and accompanied by the passive
release of DAMPs such as HMGB1 and Heat Shock Proteins (HSP),
and the exposure of F-actin [68,69]. Much work is still needed to
understand the regulation of these different cell-death pathways and,
importantly, their outcomes regarding the initiation and orientation of
the immune response.

DAMPs and ICD

Several DAMPs have now been identified, and they exert various
roles. Firstly, cells that undergo ICD expose, on their membrane, “eat-
me” signals for phagocytosis by APC. During ICD induced by ER
stress and autophagy, calreticulin, which is normally located in the ER
membranes, is rapidly exposed at the plasma membrane of apoptotic
cells and can be recognized by scavenger receptors on APC [70,71].
During necrosis, F-actin is exposed to the extracellular environment
and may also act as an “eat-me” signal for phagocytosis mediated by

DNGRI, also known as Clec9a in humans, a receptor found on DC
that is specialized in cross-presentation [69]. Secondly, cells that
undergo ICD can release some DAMPs that are implicated in the
attraction and activation of immune cells. Among these, the first-
described DAMPs that are released during ICD, and that induce DC
maturation, were from the HSP family, notably HSP70, HSP90, and
gp96 [72]. Later, HMGBI, which is a nuclear protein that binds DNA,
was reported as a major DAMP released during ICD that triggers
activation of APC by several receptors, such as RAGE, TLR2, TLR4,
TLRY, and TIM3 [73,74]. During ICD, ATP is another major DAMP
that is released by dying cells and that attracts immune cells by
triggering P2Y2 receptors [75] or P2X7 receptors [76]. Furthermore,
ATP release during ICD has been shown to play a role in the induction
of the antitumor immune response induced by some
chemotherapeutic agents [77]. IL-1P is often considered as a DAMP
released during pyroptosis following the activation of the
inflammasome and caspase-1 [66]. IL-1} plays an important role in
the inflammatory response.

Oncolytic Measles Viruses and The Induction Of
Tumor ICD

Evidence of ICD induction by MV from clinical trials

The induction of immunogenic cell death by oncolytic viruses is
probably an important parameter for their efficiency in antitumor
virotherapy treatment [1,78,79]. As an example, it has been shown in a
phase II clinical trial testing intratumoral injections of a modified
oncolytic herpes simplex 1 virus in melanoma patients that tumors
distant from the injection sites can regress, notably some visceral
metastases [80]. In another phase II trial, injections of the oncolytic
JX-594  vaccinia virus into treatment-refractory advanced
hepatocellular carcinoma tumors also induced the regression of distant
metastases [81]. The authors further showed that such treatment
causes neutrophil infiltration into the injected tumor, an antibody
response against tumor cells, and evidence of a cytotoxic T-cell
response.

In the first phase I clinical trial using oncolytic MV, a positive effect
on the antitumor response was reported [48]. In this trial, the
Edmonston-Zagreb strain was used to treat five patients with
cutaneous T-cell lymphoma. This study showed that intratumoral
injections of MV after systemic treatment with IFN-a induced tumor
regression in three patients. Interestingly, some regressions of distant
lesions where MV was not injected were observed, suggesting that the
treatment triggered the activation of an antitumor immune response.
Furthermore, in a model of human lymphoma xenografts in
immunodeficient mice, the injection of MV has been shown to induce
tumor infiltration by activated neutrophils [82]. Altogether, these
reports indicate that intratumoral MV injections can stimulate an
antitumor immune response.

Interaction of MV infected tumor cells and dendritic cells

Our laboratory and others have been interested in characterizing, in
vitro, how MV-infected tumor cells stimulate APC such as DC to
induce their capacities to stimulate an adaptive antitumor immune
response [22,25,83,84]. We first showed that MV infection of
mesothelioma tumor cells induced ICD, in contrast with ultraviolet-B
(UV-B) irradiation of tumor cells that undergo a nonimmunogenic
cell death [25]. Indeed, MV-infected tumor cells induce the
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maturation of monocyte-derived DC, notably by the release of DAMPs
such as HSP (HSP70, gp96), whereas apoptotic UV-B-irradiated tumor
cells did not stimulate DC. We further showed that DC internalized
materials from MV-infected tumor cells, notably tumor antigens such
as mesothelin, and induced from naive lymphocytes a T-cell response
directed against this tumor antigen. Altogether, these results not only
show that MV kills tumor cells, but also that MV induces the release of
tumor antigens allowing DC to cross-prime a specific CD8* T-cell
response.

In 2011, Donnelly et al. confirmed that MV-infected tumor cells
undergo ICD that is able to induce maturation of DC [22].
Furthermore, they identified the immunogenic factors released during
ICD. They also showed that DC co-cultured with MV-infected
melanoma tumor cells induces cytotoxic T-cell responses against
tumor cells. They identified numerous DAMPs and cytokines released
by MV-infected tumor cells that make the cell death immunogenic.
They showed that MV-infected cells release HMGB1 and numerous
inflammatory cytokines, such as type I IFN (IFN-a and IFN-f), IL-6,
IL-8, RANTES, and IL-28.

Plasmacytoid DC (pDC) is another type of DC specialized in
antiviral immune response. Accumulating evidence suggests that it
would be beneficial for cancer patients to stimulate this subset of DC
within tumors, as these cells are able to induce an immune response by
type I IFN production and antigen presentation, and can exert direct
tumoricidal activity [85,86]. Conflicting reports have been published
regarding the capacity of attenuated MV strains to stimulate IFN-a
production by pDC [87,88]. Duhen et al. reported that attenuated
strains of MV induce IFN-a secretion by pDC, whereas Schlender et al.
reported that they do not induce this secretion, but on the contrary
inhibit it. We explained this discrepancy recently by investigating the
activation of pDC in response to MV or MV-infected tumor cells [84].
We showed that pDC exposed to MV without IL-3, a survival factor
that is required for in vitro culture of pDC, do not produce IFN-a as
reported by Schlender et al. [88], whereas pDC exposed to MV in the
presence of IL-3 do produce IFN-a as reported by Duhen et al. [87].
We also observed that pDC exposed to MV-infected tumor cells
produce huge amounts of IFN-a due to the triggering of TLR7 in the
endosome by MV single-stranded RNA. Finally, we showed that, like
monocyte-derived DC, pDC exposed to MV-infected tumor cells are
able to internalize and cross-present tumor antigens such as NYESO-1
to CD8* T lymphocytes to induce an antitumor immune response. In
contrast, pDC exposed to UV-irradiated tumor cells keep an immature
phenotype and are unable to cross-present the tumor antigen.
Altogether, these studies show that MV infection of tumor cells
induces an ICD that is able to activate tumor antigen cross-
presentation function of both myeloid and plasmacytoid DC.

The type of ICD induced by MV

The type of ICD induced by MV infection of tumor cells is not well
characterized. It is not yet described whether ICD is associated with
ER stress and autophagy, pyroptosis, and/or necroptosis. It is now
clear that HMGBI is released from tumor cells following MV infection
[22] (and unpublished personal data). These results suggest that it
could be ICD accompanied by ER stress and autophagy or necroptosis.
Infection by attenuated MV strains has recently been shown to induce
autophagy in several waves [89,90]. The interaction of MV with CD46
receptors induces an early wave of autophagy followed by a second
wave dependent on MV replication, and finally a third wave upon
syncytium formation [90]. However, it is not clear from this study if

autophagy participates in the induction of apoptosis, since the author
states that this sustained autophagy flux is exploited by MV to limit
the death of infected cells and to improve viral particle formation.
More work is needed to better define which ICD pathways are induced
by MV after the infection of tumor cells.

MV is known to trigger the antiviral type I IFN response in
nucleated cells [14,91,92]. However, MV has evolved virulence factors,
such as the V protein that inhibits type I IFN signaling at the level of
STATI1 and STAT2 downstream of the type I IFN receptor, IFNAR
[93,94]. The V protein also inhibits MDAS5 signaling [95]. Another
viral factor, the C protein of MV, blocks type I IFN signaling [96]. In
attenuated MV such as Edmonston and Schwarz strains, the V protein
carries a mutation that reduces its capacity to inhibit type I IFN
signaling [97]. Thus, attenuated strains of MV do not completely
inhibit the type I IFN response. Type I IFN produced by infected
tumor cells or by pDC exposed to infected cells, can exert a diversity of
beneficial effects on the antitumor immune response. IFN-a not only
induces an antitumor cytotoxic activity of pDC by an autocrine loop,
but can also act directly on tumor cells to induce apoptosis [98]. Type I
IFN also play a role in NK activation and are required in a mouse
model of NK-cell-dependent tumor rejection [99]. Type I IFN is also
known to activate DC and their capacity to induce a cytotoxic T-cell
response [100,101]. Thus, the triggering of type I IFN production by
MV in infected tumor cells probably participates in the
immunogenicity of cell death.

Conclusion

MV is a promising oncolytic virus that is currently being evaluated
in phase I/II clinical trials. Its capacity to induce ICD, which probably
participates in its oncolytic activity, is now proven. However, more
studies are needed to better understand which ICD pathway is induced
in tumor cells after infection. Apoptosis induced by oncolytic viruses is
very specific to the virus type [1] and may be different from one tumor
cell line to another, since these cells accumulate defects in antiviral
innate response and apoptosis pathways. Finally, all the studies on
MV-induced ICD suggest that it would be of interest to monitor the
antitumor immune response after treatment of cancer patients by
oncolytic MV to determine its importance in the efficacy of treatment.

Acknowledgement

This work has been supported by « la Ligue Régionale Grand Ouest
contre le Cancer (CSIRGO) », « the ARSMESO44 association », « la
Fondation du Souffle et le Fonds de Dotation Recherche en Santé
Respiratoire », « la Fondation pour la Recherche Médicale (FRM) »,
and « la Fondation ARC pour la recherche sur le cancer ».

References

1. Russell SJ, Peng KW, Bell JC (2012) Oncolytic virotherapy. Nat
Biotechnol 30: 658-670.

2. Moss WJ, Griffin DE (2006) Global measles elimination. Nat Rev
Microbiol 4: 900-908.

3. (2001) Nomenclature for describing the genetic characteristics of wild-
type measles viruses (update). Wkly Epidemiol Rec 76: 249-251.

4. Bankamp B, Takeda M, Zhang Y, Xu W, Rota PA (2011) Genetic
characterization of measles vaccine strains. J Infect Dis 204 Suppl 1:
§533-548.

5. Hsu EC, Iorio C, Sarangi F, Khine AA, Richardson CD (2001)
CDw150(SLAM) is a receptor for a lymphotropic strain of measles virus

] Clin Cell Immunol
ISSN:2155-9899 JCCI, an open access journal

Volume 6 « Issue 1 « 1000291


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22781695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22781695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17088933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17088933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11561558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11561558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21666210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21666210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21666210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145884
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9899.1000291

Citation:

Achard C, Boisgerault N, Delaunay T, Tangy F, Grégoire M, et al. (2015) Induction of Immunogenic Tumor Cell Death by Attenuated

Oncolytic Measles Virus. J Clin Cell Immunol 6: 291. d0i:10.4172/2155-9899.1000291

Page 5 of 7

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

and may account for the immunosuppressive properties of this virus.
Virology 279: 9-21.

Tatsuo H, Ono N, Tanaka K, Yanagi Y (2000) SLAM (CDw150) is a
cellular receptor for measles virus. Nature 406: 893-897.

Bluming AZ, Ziegler JL (1971) Regression of Burkitt's lymphoma in
association with measles infection. Lancet 2: 105-106.

Pasquinucci G (1971) Possible effect of measles on leukaemia. Lancet 1:
136.

Zygiert Z (1971) Hodgkin's disease: remissions after measles. Lancet 1:
593.

Ziegler JL (1976) Spontaneous remission in Burkitt's lymphoma. Natl
Cancer Inst Monogr. 44: 61-65.

Parrula C, Fernandez SA, Zimmerman B, Lairmore M, Niewiesk S (2011)
Measles virotherapy in a mouse model of adult T-cell leukaemia/
lymphoma. ] Gen Virol 92: 1458-1466.

Grote D, Russell SJ, Cornu TI, Cattaneo R, Vile R, et al. (2001) Live
attenuated measles virus induces regression of human lymphoma
xenografts in immunodeficient mice. Blood 97: 3746-3754.

Peng KW, Ahmann GJ, Pham L, Greipp PR, Cattaneo R, et al. (2001)
Systemic therapy of myeloma xenografts by an attenuated measles virus.
Blood 98: 2002-2007.

Berchtold S, Lampe J, Weiland T, Smirnow I, Schleicher S, et al. (2013)
Innate immune defense defines susceptibility of sarcoma cells to measles
vaccine virus-based oncolysis. ] Virol 87: 3484-3501.

Penheiter AR, Wegman TR, Classic KL, Dingli D, Bender CE, et al.
(2010) Sodium iodide symporter (NIS)-mediated radiovirotherapy for
pancreatic cancer. AJR Am ] Roentgenol 195: 341-349.

Phuong LK, Allen C, Peng KW, Giannini C, Greiner S, et al. (2003) Use
of a vaccine strain of measles virus genetically engineered to produce
carcinoembryonic antigen as a novel therapeutic agent against
glioblastoma multiforme. Cancer Res 63: 2462-2469.

Allen C, Opyrchal M, Aderca I, Schroeder MA, Sarkaria JN, et al. (2013)
Oncolytic measles virus strains have significant antitumor activity against
glioma stem cells. Gene Ther 20: 444-449.

Peng KW, TenEyck CJ, Galanis E, Kalli KR, Hartmann LC, et al. (2002)
Intraperitoneal therapy of ovarian cancer using an engineered measles
virus. Cancer Res 62: 4656-4662.

Iankov ID, Msaouel P, Allen C, Federspiel MJ, Bulur PA, Dietz AB et al.
(2010) Demonstration of anti-tumor activity of oncolytic measles virus
strains in a malignant pleural effusion breast cancer model. Breast Cancer
Res Treat. 122: 745-754.

Sugiyama T, Yoneda M, Kuraishi T, Hattori S, Inoue Y, et al. (2013)
Measles virus selectively blind to signaling lymphocyte activation
molecule as a novel oncolytic virus for breast cancer treatment. Gene
Ther 20: 338-347.

McDonald CJ, Erlichman C, Ingle JN, Rosales GA, Allen C, et al. (2006)
A measles virus vaccine strain derivative as a novel oncolytic agent
against breast cancer. Breast Cancer Res Treat 99: 177-184.

Donnelly OG, Errington-Mais F, Steele L, Hadac E, Jennings V, et al.
(2013) Measles virus causes immunogenic cell death in human
melanoma. Gene Ther 20: 7-15.

Meng X, Nakamura T, Okazaki T, Inoue H, Takahashi A, et al. (2010)
Enhanced antitumor effects of an engineered measles virus Edmonston
strain expressing the wild-type N, P, L genes on human renal cell
carcinoma. Mol Ther 18: 544-551.

Li H, Peng KW, Dingli D, Kratzke RA, Russell S] (2010) Oncolytic
measles viruses encoding interferon beta and the thyroidal sodium iodide
symporter gene for mesothelioma virotherapy. Cancer Gene Ther 17:
550-558.

Gauvrit A, Brandler S, Sapede-Peroz C, Boisgerault N, Tangy F, et al.
(2008) Measles virus induces oncolysis of mesothelioma cells and allows
dendritic cells to cross-prime tumor-specific CD8 response. Cancer Res
68: 4882-4892.

Hutzen B, Pierson CR, Russell SJ, Galanis E, Raffel C, et al. (2012)
Treatment of medulloblastoma using an oncolytic measles virus

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

47.

encoding the thyroidal sodium iodide symporter shows enhanced
efficacy with radioiodine. BMC Cancer 12: 508.

Studebaker AW, Kreofsky CR, Pierson CR, Russell SJ, Galanis E, et al.
(2010) Treatment of medulloblastoma with a modified measles virus.
Neuro Oncol 12: 1034-1042.

Zhang SC, Wang WL, Cai WS, Jiang KL, Yuan ZW (2012) Engineered
measles virus Edmonston strain used as a novel oncolytic viral system
against human hepatoblastoma. BMC Cancer 12: 427.

Boisgerault N, Guillerme JB, Pouliquen D, Mesel-Lemoine M, Achard C,
et al. (2013) Natural oncolytic activity of live-attenuated measles virus
against human lung and colorectal adenocarcinomas. Biomed Res Int
2013: 387362.

Anderson BD, Nakamura T, Russell S], Peng KW (2004) High CD46
receptor density determines preferential killing of tumor cells by
oncolytic measles virus. Cancer Res 64: 4919-4926.

Dorig RE, Marcil A, Chopra A, Richardson CD (1993) The human CD46
molecule is a receptor for measles virus (Edmonston strain). Cell 75:
295-305.

Naniche D, Varior-Krishnan G, Cervoni F, Wild TF, Rossi B, et al. (1993)
Human membrane cofactor protein (CD46) acts as a cellular receptor for
measles virus. ] Virol 67: 6025-6032.

Fishelson Z, Donin N, Zell S, Schultz S, Kirschfink M (2003) Obstacles to
cancer immunotherapy: expression of membrane complement regulatory
proteins (mCRPs) in tumors. Mol Immunol 40: 109-123.

Ravindranath NM, Shuler C (2006) Expression of complement restriction
factors (CD46, CD55 & CD59) in head and neck squamous cell
carcinomas. ] Oral Pathol Med 35: 560-567.

Noyce RS, Bondre DG, Ha MN, Lin LT, Sisson G, et al. (2011) Tumor cell
marker PVRL4 (nectin 4) is an epithelial cell receptor for measles virus.
PLoS Pathog 7: €1002240.

Miihlebach MD, Mateo M, Sinn PL, Priifer S, Uhlig KM, et al. (2011)
Adherens junction protein nectin-4 is the epithelial receptor for measles
virus. Nature 480: 530-533.

Racaniello V (2011) Virology. An exit strategy for measles virus. Science
334:1650-1651.

Derycke MS, Pambuccian SE, Gilks CB, Kalloger SE, Ghidouche A, et al.
(2010) Nectin 4 overexpression in ovarian cancer tissues and serum:
potential role as a serum biomarker. Am J Clin Pathol 134: 835-845.
Takano A, Ishikawa N, Nishino R, Masuda K, Yasui W, et al. (2009)
Identification of nectin-4 oncoprotein as a diagnostic and therapeutic
target for lung cancer. Cancer Res 69: 6694-6703.

Fabre-Lafay S, Garrido-Urbani S, Reymond N, Gongalves A, Dubreuil P,
et al. (2005) Nectin-4, a new serological breast cancer marker, is a
substrate for tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme (TACE)/
ADAM-17.] Biol Chem 280: 19543-19550.

Patel MR, Jacobson BA, Belgum H, Raza A, Sadiq A, et al. (2014) Measles
vaccine strains for virotherapy of non-small-cell lung carcinoma. J
Thorac Oncol 9: 1101-1110.

Noll M, Berchtold S, Lampe J, Malek NP, Bitzer M, et al. (2013) Primary
resistance phenomena to oncolytic measles vaccine viruses. Int ] Oncol
43:103-112.

Ivashkiv LB, Donlin LT (2014) Regulation of type I interferon responses.
Nat Rev Immunol 14: 36-49.

Mitchell PS, Emerman M, Malik HS (2013) An evolutionary perspective
on the broad antiviral specificity of MxA. Curr Opin Microbiol 16:
493-499.

Katsoulidis E, Kaur S and Platanias LC (2010) Deregulation of interferon
signaling in malignant cells. Pharmaceuticals. 3: 406-418.

Leonova KI, Brodsky L, Lipchick B, Pal M, Novototskaya L, et al. (2013)
p53 cooperates with DNA methylation and a suicidal interferon response
to maintain epigenetic silencing of repeats and noncoding RNAs. Proc
Natl Acad Sci U S A 110: E89-98.

Lievano F, Galea SA, Thornton M, Wiedmann RT, Manoff SB, et al.
(2012) Measles, mumps, and rubella virus vaccine (M-M-R4,¢II): a

] Clin Cell Immunol
ISSN:2155-9899 JCCI, an open access journal

Volume 6 « Issue 1 « 1000291


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11145884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10972291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10972291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4103972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4103972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4099624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4099624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4100922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4100922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/799761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/799761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21325484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21325484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21325484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11389012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11389012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11389012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11567982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11567982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11567982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23302892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23302892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23302892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20651188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20651188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20651188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12750267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12750267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12750267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12750267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22914495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22914495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22914495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12183422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12183422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12183422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19894113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19894113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19894113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19894113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22717740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22717740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22717740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22717740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16642271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16642271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16642271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22170342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22170342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22170342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20051938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20051938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20051938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20051938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20379224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20379224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20379224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20379224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18559536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18559536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18559536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18559536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20494960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20494960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20494960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23009685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23009685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23009685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23586034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23586034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23586034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23586034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15256464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15256464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15256464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8402913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8402913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8402913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8371352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8371352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8371352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12914817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12914817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12914817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16968237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16968237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16968237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21901103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21901103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21901103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22048310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22048310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22048310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22194562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22194562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20959669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20959669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20959669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19679554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19679554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19679554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15784625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15784625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15784625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15784625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25157763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25157763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25157763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23612727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23612727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23612727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24362405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24362405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23725670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23725670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23725670
http://www.mdpi.com/1424-8247/3/2/406
http://www.mdpi.com/1424-8247/3/2/406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23236145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23236145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23236145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23236145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22959986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22959986
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9899.1000291

Citation:

Achard C, Boisgerault N, Delaunay T, Tangy F, Grégoire M, et al. (2015) Induction of Immunogenic Tumor Cell Death by Attenuated

Oncolytic Measles Virus. J Clin Cell Immunol 6: 291. d0i:10.4172/2155-9899.1000291

Page 6 of 7

review of 32 years of clinical and postmarketing experience. Vaccine 30: ~ 70. Kepp O, Gdoura A, Martins I, Panaretakis T, Schlemmer F, et al. (2010)
6918-6926. Lysyl tRNA synthetase is required for the translocation of calreticulin to

48. Heinzerling L, Kiinzi V, Oberholzer PA, Kiindig T, Naim H, et al. (2005) the cell surface in immunogenic death. Cell Cycle 9: 3072-3077.
Oncolytic measles virus in cutaneous T-cell lymphomas mounts 71. Obeid M, Tesniere A, Ghiringhelli F, Fimia GM, Apetoh L, et al. (2007)
antitumor immune responses in vivo and targets interferon-resistant Calreticulin exposure dictates the immunogenicity of cancer cell death.
tumor cells. Blood 106: 2287-2294. Nat Med 13: 54-61.

49. Galanis E, Hartmann LC, Cliby WA, Long HJ, Peethambaram PP, et al. 72, Parmiani G, Testori A, Maio M, Castelli C, Rivoltini L, et al. (2004) Heat
(2010) Phase I trial of intraperitoneal administration of an oncolytic shock proteins and their use as anticancer vaccines. Clin Cancer Res 10:
measles virus strain engineered to express carcinoembryonic antigen for 8142-8146.
recurrent ovarian cancer. Cancer Res 70: 875-882. 73. Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, Obeid M, Ortiz C, et al. (2007)

50. Russell S, Federspiel MJ, Peng KW, Tong C, Dingli D, et al. (2014) Toll-like receptor 4-dependent contribution of the immune system to
Remission of disseminated cancer after systemic oncolytic virotherapy. anticancer chemotherapy and radiotherapy. Nat Med 13: 1050-1059.
Mayo Clin Proc 89: 926-933. 74. Sims GP, Rowe DC, Rietdijk ST, Herbst R, Coyle AJ (2010) HMGB1 and

51. Janeway C (1989) Immunogenicity signals 1,2,3 ... and 0. Immunol Today RAGE in inflammation and cancer. Annu Rev Immunol 28: 367-388.

10: 283-286. 75. Elliott MR, Chekeni FB, Trampont PC, Lazarowski ER, Kadl A, et al.

52. Kawasaki T, Kawai T (2014) Toll-like receptor signaling pathways. Front (2009) Nucleotides released by apoptotic cells act as a find-me signal to
Immunol 5: 461. promote phagocytic clearance. Nature 461: 282-286.

53. Matzinger P (1994) Tolerance, danger, and the extended family. Annu 76, Martins I, Tesniere A, Kepp O, Michaud M, Schlemmer F, et al. (2009)
Rev Immunol 12: 991-1045. Chemotherapy induces ATP release from tumor cells. Cell Cycle 8:

54. Seong SY, Matzinger P (2004) Hydrophobicity: an ancient damage- 3723-3728.
associated molecular pattern that initiates innate immune responses. Nat 77, Michaud M, Martins I, Sukkurwala AQ, Adjemian S, Ma Y, et al. (2011)
Rev Immunol 4: 469-478. Autophagy-dependent anticancer immune responses induced by

55. Guo ZS, Liu Z1, Bartlett DL1 (2014) Oncolytic Immunotherapy: Dying chemotherapeutic agents in mice. Science 334: 1573-1577.
the Right Way is a Key to Eliciting Potent Antitumor Immunity. Front =~ 78. Boisgerault N, Tangy F, Gregoire M (2010) New perspectives in cancer
Oncol 4: 74. virotherapy: bringing the immune system into play. Immunotherapy 2:

56. Casares N, Pequignot MO, Tesniere A, Ghiringhelli F, Roux S, et al. 185-199.

(2005) Caspase-dependent immunogenicity of doxorubicin-induced  79. Vacchelli E, Eggermont A, Sautés-Fridman C, Galon J, Zitvogel L, et al.
tumor cell death. ] Exp Med 202: 1691-1701. (2013) Trial watch: Oncolytic viruses for cancer therapy.

57. Golden EB, Pellicciotta I, Demaria S, Barcellos-Hoff MH, Formenti SC Oncoimmunology 2: €24612.

(2012) The convergence of radiation and immunogenic cell death 80. Senzer NN, Kaufman HL, Amatruda T, Nemunaitis M, Reid T, et al.
signaling pathways. Front Oncol 2: 88. (2009) Phase II clinical trial of a granulocyte-macrophage colony-

58. Brusa D, Migliore E, Garetto S, Simone M, Matera L (2009) stimulating factor-encoding, second-generation oncolytic herpesvirus in
Immunogenicity of 56 degrees C and UVC-treated prostate cancer is patients with unresectable metastatic melanoma. J Clin Oncol 27:
associated with release of HSP70 and HMGBI from necrotic cells. 5763-5771.

Prostate 69: 1343-1352. 81. Heo J, Reid T, Ruo L, Breitbach CJ, Rose S, et al. (2013) Randomized

59. Fucikova J, Moserova I, Truxova I, Hermanova I, Vancurova I, et al. dose-finding clinical trial of oncolytic immunotherapeutic vaccinia
(2014) High hydrostatic pressure induces immunogenic cell death in JX-594 in liver cancer. Nat Med 19: 329-336.
human tumor cells. Int ] Cancer 135: 1165-1177. 82. Grote D, Cattaneo R and Fielding AK (2003) Neutrophils contribute to

60. Massé D, Ebstein F, Bougras G, Harb J, Meflah K, et al. (2004) Increased the measles virus-induced antitumor effect: enhancement by granulocyte
expression of inducible HSP70 in apoptotic cells is correlated with their macrophage colony-stimulating factor expression. Cancer Res. 63:
efficacy for antitumor vaccine therapy. Int J Cancer 111: 575-583. 6463-6468.

61. Shi H, Cao T, Connolly JE, Monnet L, Bennett L, et al. (2006) 83. Fonteneau JF, Guillerme JB, Tangy F, Grégoire M (2013) Attenuated
Hyperthermia enhances CTL cross-priming. ] Immunol 176: 2134-2141. measles virus used as an oncolytic virus activates myeloid and

62. Scaffidi P, Misteli T, Bianchi ME (2002) Release of chromatin protein plasmacytoid dendritic cells. Oncoimmunology 2: €24212.

HMGB1 by necrotic cells triggers inflammation. Nature 418: 191-195. 84. Guillerme JB, Boisgerault N, Roulois D, Menager J, Combredet C, et al.

63. Inoue H, Tani K (2014) Multimodal immunogenic cancer cell death as a (2013) Measles.virus vaccine-infected tumor cells .ir}duce tumor antigen
consequence of anticancer cytotoxic treatments. Cell Death Differ 21: cross-presentation by human plasmacytoid dendritic cells. Clin Cancer
39-49. Res. 19: 1147-1158.

64. Kepp O, Menger L, Vacchelli E, Locher C, Adjemian S, et al. (2013) 85. Tel I.a.nd de .Vries IJ .(2012) Potential applications for plasmacytoid
Crosstalk between ER stress and immunogenic cell death. Cytokine dendritic cells in cancer immunotherapy. Immunotherapy. 4: 979-982.
Growth Factor Rev 24: 311-318. 86. Tel J, Anguille S, Waterborg CE, Smits EL, Figdor CG, et al. (2014)

65. Ma Y, Galluzzi L, Zitvogel L, Kroemer G (2013) Autophagy and cellular Tumoricidal activity of human dendritic cells. Trends Immunol 35:
immune responses. Immunity 39: 211-227. 38-46.

66. Lamkanfi M, Dixit VM (2014) Mechanisms and functions of 87. Duhen T, Herschke F, Azocar O, Druelle J, Plumet S, et al. (2010)
inflammasomes. Cell 157: 1013-1022. Cellular receptors, differentiation and endocytosis requirements are key

67. Zou J, Kawai T, Tsuchida T, Kozaki T, Tanaka H, et al. (2013) Poly IC factors for t ype 1 IFN r.esponse by human epithelie}l, con\./entional and

. . plasmacytoid dendritic infected cells by measles virus. Virus Res 152:
triggers a cathepsin D- and IPS-1-dependent pathway to enhance 115.125
cytokine production and mediate dendritic cell necroptosis. Immunity '
38: 717-728. 88. Schlender J, Hornung V, Finke S, Glinthner-Biller M, Marozin S, et al.

68. Kaczmarek A, Vandenabeele P, Krysko DV (2013) Necroptosis: the .(2005) Inhibition o.f tol}-hke receptor 7- and .9-med1at§<i. alpha/beta
release of damage-associated molecular patterns and its physiological 1nte1jferon P rodu.c tlofl in human pl.asmacyt.o id dendritic cells by
relevance. Immunity 38: 209-223. respiratory syncytial virus and measles virus. ] Virol 79: 5507-5515.

69. Ahrens S, Zelenay S, Sancho D, HanA P, KjAlr S, et al. (2012) F-actin is 89. Joubert PE, .Meifflien G, Grégoire IP, Pontini G, Richetta C, et al. (.2009)

. . . Autophagy induction by the pathogen receptor CD46. Cell Host Microbe
an evolutionarily conserved damage-associated molecular pattern 6: 354-366
recognized by DNGR-1, a receptor for dead cells. Immunity 36: 635-645. ’ ’
] Clin Cell Immunol

ISSN:2155-9899 JCCI, an open access journal

Volume 6 « Issue 1 « 1000291


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22959986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22959986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15961518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15961518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15961518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15961518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20103634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20103634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20103634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20103634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24835528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24835528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24835528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2590379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2590379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25309543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25309543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8011301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8011301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15173835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15173835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15173835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24782985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24782985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24782985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16365148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16365148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16365148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22891162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22891162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22891162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19496055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19496055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19496055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19496055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24500981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24500981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24500981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15239136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15239136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15239136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16455969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16455969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12110890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12110890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23832118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23832118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23832118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23787159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23787159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23787159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24855941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24855941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23438821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23438821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23438821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22483800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22483800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22483800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20699648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20699648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20699648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17187072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17187072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17187072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15623587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15623587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15623587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17704786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17704786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17704786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20192808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20192808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19741708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19741708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19741708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19855167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19855167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19855167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22174255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22174255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22174255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20635927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20635927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20635927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23894720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23894720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23894720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23396206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23396206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23396206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14559838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23762802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23762802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23762802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23339127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23339127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23339127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23339127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24262387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24262387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24262387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20600391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20600391
http:/