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INTRODUCTION




PARTIE | : Le Mélanome

Le mélanome représente la forme la plus rare mais néanmoins la plus agressive des
cancers cutanés. Lorsqu’il est métastatique, il est considéré comme un des cancers les plus
résistants aux traitements conventionnels. Aujourd’hui, ce cancer apparait comme celui pour
lequel les avancées thérapeutiques récentes sont les plus significatives. Ce type de cancer
particuliérement résistant aux traitements a servi de modele d’étude a mes travaux de these
pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques par la virothérapie

antitumorale.

l. Généralités

Le mélanome est une tumeur maligne qui se développe a partir des mélanocytes, les
cellules pigmentaires de 1’organisme. Ces cellules sont présentes dans la couche basale de
I’épiderme et sont spécialisées dans la synthése de mélanine a 1’origine de la pigmentation
de la peau et dont le role principal est la protection de la peau contre les radiations
ultraviolettes (UV). Les mélanomes sont dans la majorité des cas cutanés mais d’autres
formes primitives plus rares de mélanomes muqueux et oculaires sont possibles. Environ
80% des mélanomes surviennent de novo en peau saine. Ils peuvent de plus résulter de la
transformation maligne d’un navus bénin préexistant [1], [2]. Bien qu’il ne représente que 5
a 10 % des cancers cutanés, le mélanome représente la forme la plus agressive puisqu’il est a
I’origine de prés de 80% des decés associés aux cancers cutanés. Ce cancer produit des
métastases en abondance et résiste aux chimio-, radio- et immunothérapies disponibles.
Traité a temps, ce cancer de la peau peut généralement étre guéri, mais quand il est
découvert a un stade avancé de la maladie, I’espérance de vie n’est en moyenne que de

quelques mois, d’ou I’importance du dépistage précoce.

A I’heure actuelle, selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 132 000 cas de
mélanomes cutanés sont enregistrés chaque année dans le monde, soit 15 a 20 fois moins que
pour les autres cancers cutanés (2 a 3 millions de cas enregistrés par an). Le mélanome est le
cancer qui est marqué par la plus forte augmentation d’incidence de 1’ensemble des cancers
évalués depuis ces trente derniéres années [3]. L’incidence mondiale a en effet doublé en 15
ans et était estimée en 2011 a 10,5 cas pour 100 000 hommes et 9,7 cas pour 100 000

femmes.



En France, le mélanome se situait en 2011 au 9eme rang des cancers tous sexes
confondus avec 9780 nouveaux cas estimés (dont 52 % survenant chez la femme) et
représentait 2,7% des cancers incidents[4]. Il était au 16éme rang et représentait 1% de

I’ensemble des décés par cancer.

Il. Les facteurs de risques

Le mélanome malin est une maladie multifactorielle qui dépend principalement de
I’interaction de facteurs environnementaux et de facteurs constitutifs. Les facteurs
environnementaux sont liés a une exposition au soleil et aux UV artificiels[5]. Ainsi, le

rayonnement UV représente le seul facteur de risque exogene de mélanome identifié.

Les principaux facteurs constitutifs de risque sont : un nombre de grains de beauté
supériecur a 40, la présence d’un nombre de grains de beauté atypique aussi appelé navus
dysplasique supérieur ou égal a 2, la présence d’un navus congénital & mélanocytes géant
(’association de ces deux derniers déefinissant le syndrome des navus dysplasique) [6], les
antécédents personnels ou familiaux de melanome [7] et une immunodépression

constitutionnelle ou acquise.

De plus, certaines personnes sont plus sensibles que d’autres aux rayons UV. Le
risque de développer un mélanome est d’autant plus important que la coloration de la peau
soit claire. Du fait de 1’absence relative de pigmentation cutanée, ces personnes sont moins
protégées contre les radiations ultraviolettes. Les sujets a peau claire ont 20 fois plus de
risque de développer un mélanome que les sujets a peau foncée [8]. Ce risque est maximal
pour les personnes de phototype | c'est-a-dire les personnes ayant une peau tres claire avec

des cheveux roux ou blonds.

L’age et le genre sont aussi des facteurs de risque de développement d’un mélanome.
Les femmes sont préférentiellement touchées lorsqu’elles sont jeunes, alors que les hommes
ont 1,6 fois plus de risques d’étre atteint de cette pathologie au cours de leur vie. Cependant,
les deux facteurs principaux décrits a ’heure actuelle sont les expositions aux ultra-violets

(UV) et les antécédents familiaux.

1. Expositions aux ultraviolets (UV)

Les etudes épidémiologiques accordent un role primordial a I’interaction entre le

type de peau et I’exposition aux rayons ultraviolets (UV). Cette relation entre mélanome



cutané et dose d’exposition aux UV dépend de la période et de I’intensité des rayons UV. Le
risque de développer un mélanome est influencé par les antécédents de coups de soleil
séveres pendant I’enfance et les expositions intermittentes au soleil tout au cours de la vie
[5]. Une exposition prolongée ou récurrentes aux UV qui sont hautement pathogenes
augmente le risque de développer des altérations des génes impliqués dans la prolifération et
I’adhésion des mélanocytes. On estime que 65 a 95 % des mélanomes cutanés sont causés
par I'exposition au soleil. L’Australie est le pays le plus touché par ce cancer avec une
incidence supérieure a 30 cas pour 100 000 habitants [9]. Ceci semble étre expliqué par le
phototype majoritairement clair de ses habitants et la localisation géographique de ce pays se
trouvant dans une zone a faibles latitudes ou la protection de la couche d’ozone est
diminuée. Par ailleurs, ce taux est également plus élevé prés des cotes ou la population

s’expose plus au soleil du fait des loisirs balnéaires que dans les terres.

De plus, I’exposition aux UV artificiels via I’utilisation de cabines de bronzage a été

démontrée comme un facteur de risque majeur pour le développement des mélanomes [10].

2. Antécédents familiaux

De nombreuses pathologies cancéreuses ont vu un lien de transmission entre les
générations, comme le cancer du sein avec la mutation du géne BRCAL[11]. Ainsi, les
facteurs génétiques interviennent de facon non négligeable a c6té des rayons ultraviolets
dans la survenue du mélanome. Dans 10% des cas, il existe une prédisposition génétique au
développement du mélanome. Le mélanome familial est défini parla survenue d’au moins 2
mélanomes sur 3 genérations. Il a été démontré dans ces familles a risque des mutations
constitutionnelles du géne CDKN2 (cyclin-Dependent Kinase inhibitor 2A), la mutation de
ce géne étant associée a une déregulation de la prolifération des mélanocytes [12].

D’autres mutations sont aussi considérés a haut risque comme le géne CDK4 (cyclin-
Dependent Kinase), MITF (Microphtalmia-associated Transcription Factor), et RB
(Retinoblastoma 1). Ces mutations sont associées a un risque accru de mélanome et peuvent

faire I’objet d’une procédure de dépistage familial.

I11. Description de la pathologie et développement tumoral

Le meélanome résulte de la transformation et de la prolifération non contrélée des

mélanocytes. On classe les mélanomes selon cing catégories histologiques basées sur la



localisation et la croissance : le mélanome superficiel extensif (60-70 % des mélanomes), le
mélanome nodulaire (15 & 30%), le lentigo malin (5-10 %), le mélanome acral lentigineux (2

a 10%) et le melanome desmoplastique (1,7 a 4%).

1. La progression tumorale : des mélanocytes au melanome

En matiére de progression tumorale du mélanome, un modéle basé sur des
observations cliniques et histopathologiques a été établi. Ce modele est appelé « modéle de
Clark » ; il décrit les différentes étapes de la transformation maligne d’un mélanocyte en
mélanome[13]. Selon ce modeéle, la premiere étape est une prolifération des mélanocytes
normaux conduisant au développement d’un naevus bénin (Figure 1). Lors de la deuxiéme
étape, une prolifération aberrante a partir soit d’un na&evus préexistant, soit d’une nouvelle
localisation, conduit au navus dysplasique qui présente une atypie structurale. La phase de
croissance horizontale ou RGP (Radial Growth Phase) représente 1|’extension intra-
épidermique du meélanome, résultant de sa prolifération ; cette phase pourrait durer de 1 a 5
ans [14]. L’exérése chirurgical de cette tumeur prévient 1’évolution de la maladie et permet

une guérison complete de la tumeur sans risque de récurrence metastatique.
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Figure 1. Développement du mélanome avec les différentes phases de progression.

a) Le développement d’un mélanome a partir de mélanocytes sains. b) La premiére phase correspond au
développement d'un navus, puis s'en suit ¢) une phase de croissance radiale et d) une phase de croissance

verticale avec une invasion du derme avant la dissémination métastatique [15].

A un stade plus avancé, les cellules de mélanome deviennent plus agressives. Ces
cellules deviennent capables de traverser la membrane basale, de quitter 1’épiderme, de
survivre dans le derme et de le coloniser pour former des nodules expansifs. Le mélanome
s’étend par la suite verticalement et envahit les tissus sous-jacents; ce stade de
développement tumoral est appelé phase a croissance verticale ou VGP (Vertical Growth
Phase). A cette étape, la tumeur acquiert un potentiel de dissémination métastatique, dés lors
I’évaluation du pronostic de la maladie et du risque de récidive se complexifie. Les cellules
cancéreuses du mélanome vont disséminer depuis le derme dans 1’organisme via les
vaisseaux sanguins ou les vaisseaux lymphatiques et s’implanter a distance de la tumeur
primaire. Ainsi, les patients développent des métastases a distance cutanées et viscérales

affectant le plus souvent les poumons, le cerveau et le foie [16].
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2. Les génes impliqués dans le mélanome

L’identification des geénes suppresseurs de tumeurs et des oncogeénes est a 1’origine
d’avancées majeures en cancérologie. Ainsi, plusieurs oncogeénes cellulaires ont été
identifiés, notamment BRAF, RAS et EGFR dans le mélanome. Ces derniers sont la cible de
mutations somatiques impliquées dans le processus de transformation cellulaire. Ces
mutations induisent une activation constitutive de voies moléculaires impliquées dans la
prolifération, la différenciation, la motilite et la sénescence des melanocytes. La
transformation cancéreuse des cellules de mélanome résulte de I’activation conjointe de
plusieurs oncogeénes et/ou de la perte de genes suppresseurs de tumeurs[17], [18], ce qui
induit des changements complexes dans les différentes voies de signalisation (Figure2). Ces
voies sont principalement : la voie des MAP Kinases avec la cascade des protéines
RAS/RAF/MEK/ERK, la voie PI3K/AKT, la voie p16 et p14 avec la cascade CDKN2A/p53,
et la voie MITF [19].

Membrane cellulaire. | | | | 8
NRAS Cytoplasme
(15 %)
(50%) | BRAF PI3K |———  PTEN
' ‘ (40 % deleté)

MEK ~ /‘ AKT1 " (15%)

Y IxB '

ERK l ‘mTOR
‘ Noyau
NFxB Survie
CCND1 S Prolifération
—— " Transcription
P16 '—‘ o Angiogeneése
0

Figure 2. VVoies moléculaires et genes fréquemment mutés dans le mélanome.

La voie de signalisation des MAP-kinases (RAS-RAF-MEK-ERK) et la voie PI3K/Akt présentent la majorité
des mutations, permettent la prolifération, la survie et la progression des mélanomes (adapté de Palmieri et
al.,2009) [19].

Plusieurs génes sont mutés dans ces voies et sont actuellement des cibles

thérapeutiques visées par les thérapies ciblées de nouvelle génération (BRAF, MEK). La
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voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) constituée de la cascade d’activation
NRAS/BRAF/MEK /ERK constitue 1’altération la plus fréquemment retrouvée dans les
mélanomes (80% des cas )[20], [21] et représente la cible thérapeutique majeure. Cette voie
est impliquée dans les mécanismes de croissance et de survie cellulaire. Plusieurs
mécanismes peuvent conduire a cette activation. Le géne BRAF impliqué dans cette voie de
signalisation, est fréquemment muté. La présence de BRAF muté est également détectée
dans les naevus bénins et dysplasiques montrant qu’il s’agit d’un événement précoce dans la
progression du mélanome (Figure 3) [22]. En effet, 50% des mélanomes portent une
mutation du géne BRAF qui est dans 90% des mutations du codon 600 de BRAF[23], [24].
La découverte de ces mutations activatrices de 1’oncogéne BRAF a conduit au
développement d’une stratégie de thérapie ciblée inhibant BRAF. Ainsi, des essais cliniques
ont démontré que I’utilisation d’inhibiteurs de la forme muté BRAF V600E a conduit a une
augmentation de survie globale des patients atteints de meélanome métastatique [25].
D’autres altérations génétiques sont aussi responsable de la transformation des mélanocytes
telles que I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs comme CDKN2A et p53 [26] ou
I’activation d’autres voies de signalisation comme la voie PI3K/AKT, impliquée dans la

régulation de I’apoptose.

Enfin, ’acquisition d’un phénotype invasif lors de la dissémination des cellules
tumorales est due a des modifications de I’expression de plusieurs protéines d’adhésions
(cadhérines, intégrines). Ces modifications permettent a une cellule épithéliale d’acquérir
I’ensemble des capacités lui permettant de survivre, proliférer et migrer dans un

environnement mésenchymateux [27], [28].
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Figure 3. Modeéle proposé concernant le développement tumoral cellulaire et
moléculaire du mélanome.

La prolifération aberrante des mélanocytes suite a 1’exposition aux rayonnements UV aboutit a la formation
d’un navus dysmorphique. La phase de croissance radiale (RGP) correspond a une prolifération cellulaire
intradermique suivie de la phase de croissance verticale (VGP) et I’invasion du derme aboutissant a la phase
métastatique. Des mutations spontanées de I’ADN ont été observées dans plusieurs génes (BRAF, NRAS,
PTEN, AKT, P53) et pourraient participer aux différents stades de progression du mélanome [28].

IV. Les traitements actuels

Dans la grande majorité des cas de mélanomes diagnostiqués, il s’agit de tumeurs
primaires sans signe évident de la présence de métastases (stade 1). Ces tumeurs sont
systématiquement traitées par exérese chirurgicale. La survie des patients atteints de ce type
de tumeur est de 75 a 85% [29]. Les traitements systémiques sont utilisés lorsque les patients
présentent des signes de dissémination métastatique. Dans ce cas la survie n'excede pas les
10%. Les traitements proposes sont principalement des immunothérapies pour les stades 11 et
I11 et des chimiothérapies pour les stades 1V. Cependant, ces traitements ne permettent pas
d'améliorer la survie des patients avec moins de 20% de réponses objectives pour I'ensemble

des traitements disponibles [30]. Récemment, de nouvelles approches thérapeutiques ont été

13



développées, permettant une meilleure prise en charge des patients atteints de mélanome
métastatiques.

1. La chirurgie

L’exérése chirurgicale de la tumeur primitive est le seul traitement curatif pour le
mélanome. Dans les stades | a I11, une ablation de la tumeur primaire est effectuée associé a
I’ablation de la chaine ganglionnaire en cas d’adénopathies pathologiques détectées par
I’examen clinique. En cas de métastases a distance, le retrait chirurgical de la tumeur
primaire ainsi que des métastases si celles-ci sont accessibles est réalise en premiére
intention. Un traitement complémentaire par radiothérapie ou chimiothérapie peut étre

envisage.

2. L’immunothérapie
Le systeme immunitaire est trés important dans la progression tumorale du
mélanome. Les traitements reposant sur I’immunothérapie se sont largement développés et
ont pour objectif de favoriser la destruction de la tumeur par les cellules du systeme
immunitaire et de rompre la tolérance immunitaire vis-a-vis du mélanome. Nombreuses sont
les stratégies actuellement évaluées pour le traitement du mélanome. Ici, je vais discuter

uniquement des thérapies utilisées et validées a ce jour.

Le traitement par interféron-alpha peut étre proposé en traitement adjuvant a partir
des stades Il. Cette approche débute rapidement apreés la chirurgie et dure entre 1 an et 18
mois. Cette cytokine est produite par le systeme immunitaire en réponse a des pathogenes
tels que les virus ou les bactéries. La sécrétion d’interféron stimule les cellules de
I’immunité telles que les lymphocytes T, les NK et les macrophages afin d’augmenter la
reconnaissance et 1’éradication des pathogeénes et également des cellules tumorales. Ainsi
I'utilisation de cette cytokine permet de stimuler la reconnaissance des tumeurs par le
systéeme immunitaire. Ce traitement montre une efficacité variable selon la dose et le stade

de la maladie avec un rapport bénéfice/risque réduit [31].

Un deuxieme immunostimulant utilis¢é comme immunothérapie est I’interleukine 2.
Cette cytokine a été approuvée premiérement par la FDA pour le traitement du mélanome.
Elle est décrite pour son role dans I’homéostasie des LT et des NK. De hautes doses
d’interleukine-2 (IL-2) sont préconisées en cas de mélanome métastasé (stade V).

Cependant, ce traitement reste peu efficace avec seulement 7% de rémissions complétes.
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Néanmoins, aucun bénéfice sur la survie avec ce traitement n’est aujourd’hui admis, avec

notamment de nombreux problémes de tolérance [32] [33].

3. La chimiothérapie

La chimiothérapie fut jusqu’a ces derni¢res années le traitement de référence du
mélanome métastatique. Les médicaments utilisés en premiere ligne thérapeutique sont
principalement des agents alkylants tels que la dacarbazine (Déticéne ®), malgré des taux de
réponses objectives limités. D’autres dérivés alkylants, la fotemustine (Muphoran®) et le
témozolomide (Temodal®), ont été développés pour le traitement en particulier des
métastases cérébrales. Globalement, le traitement par chimiothérapie est actuellement de
moins en moins utilisé¢ du fait d’une efficacité trés modeste, et progressivement remplacé par

les nouvelles thérapies spécifiques.

4, La radiothérapie
La radiothérapie est généralement peu utilisée dans le traitement du mélanome
métastatique. Peu d’études sérieuses ont ¢té menées sur son efficacité. Une forte
radiorésistance a été trés rapidement observée, limitant son utilisation dans le cadre des
thérapies pour le mélanome. En effet, la nature radiorésistante des cellules de mélanome peut
s’expliquer par les mécanismes altérés lors des expositions aux rayonnements UV, favorisant
la survie [33]. Elle est généralement prescrite a visée palliative pour les métastases osseuses

symptomatiques ou cérébrales non opérables [34].

5. Nouvelles modalités thérapeutiques

Ces dernieres années, de nouveaux traitements sont apparus pour la prise en charge
des formes métastatiques avec un bénéfice significatif sur la survie des patients. Ces
traitements sont soit des thérapies ciblées, soit de I’immunothérapie. En particulier, plusieurs
molécules sont actuellement disponibles a la commercialisation avec une AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) pour le traitement des formes non-résécables et/ou
métastatiques de mélanome. Il s’agit des inhibiteurs de la forme mutée de BRAF :
vemurafenib (Zelboraf ®) et dabrafenib (Tafinlar ®), et des anticorps anti-CTLA-4 (Yervoy
®,). Ces traitements ont amélioré la médiane de survie sans progression dans le traitement
du mélanome métastatique dans des études de phase 11 distinctes et ont apporté de nouvelles

perspectives dans la prise en charge des patients atteints de mélanome [25], [35], [36].
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a) Les inhibiteurs de BRAF

La compréhension des mécanismes génétiques impliqués dans le développement du
mélanome a permis 1’émergence des thérapies ciblées visant a inhiber les voies
specifiqguement dérégulées. Le Vémurafenib (Zelboraf®) est un inhibiteur de la forme mutée
B-Raf V600E développé en 2010. Ce traitement représente une avancée majeure dans la
prise en charge des patients ayant un mélanome métastatique présentant cette mutation. Le
taux de réponse objective a ce traitement est proche 50% contre 5% pour la dacarbazine. La
survie apres 6 mois de traitement est de 84% pour les patients recevant le vémurafenib
contre 64% pour la dacarbazine [25]. Toutefois, ce traitement ne conduit a des réponses
complétes que dans 4 a 9% des cas. De plus, I’indication des inhibiteurs de BRAF sont
exclusivement utilisés dans le traitement des patients ayant cette mutation, laissant 50% des

patients inéligibles a ces traitements.

Ces résultats encourageants ont poussé¢ au développement d’autres inhibiteurs des
voies impliquées dans le mélanome. Ainsi la protéine MEK a été évaluée comme une cible
thérapeutique additionnelle. En 2013, la FDA a validé le premier inhibiteur de MEK, le
tramétinib (Mekinist®), qui est utilisé en monothérapie chez des patients mutés BRAF. Le
traitement a montré une médiane de survie globale de 15,6 mois. Toutefois ces traitements
sont restreints aux patients éligibles et ne conduisent pas a ce jour a des réponses durables et

complétes.

b) Le blocage des points de contrdle
Le développement des anticorps visant a bloquer les voies de contréle inhibitrices
des LT et a rétablir leur activité anti-tumorale optimale, a constitué une avancée majeure
dans le traitement du mélanome métastatique. En effet, I’activation des LT est modulée
positivement par des signaux de co-stimulation, garantissant 1’activation optimale des LT ou
négativement par des signaux de co-inhibition, permettant de maintenir la tolérance au soi et
de prévenir une auto-réactivité. Dans le contexte tumoral, ce dernier mécanisme de tolérance

est largement exploité par les cellules tumorales.

La molécule CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), exprimée a la surface
des lymphocytes T, interagit avec les molécules B7, B7.1 (CD80) et B7.2(CD86) a la surface
des cellules dendritiques. Le signal passant par la molécule CTLA-4 est inhibiteur et régule

négativement 1’activation lymphocytaire T. L’ipilimumab est un anticorps monoclonal anti
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CTLA-4, inhibant ce processus de rétrocontrdle et favorisant I’activation des populations

lymphocytaires a spécificité anti-tumorale.

Le succes des anticorps anti CTLA-4 a encouragé le développement d’anticorps
ciblant d’autres points de controle tels que les anticorps anti-PD-1 (programmed death 1). En
effet, la molécule PD-1 est une autre molécule de rétrocontrdle négatif, exprimée a la surface
des lymphocytes T et des cellules tumorales dont celles de mélanome. Ces récepteurs
modulent une voie qui conduit a inhiber I’activation des lymphocytes T, cette méme voie est
utilisée par les cellules tumorales leur permettant d’échapper a la réponse immunitaire de
I’héte. PD-1 fonctionne principalement dans les tissus périphériques, ou les cellules T
peuvent interagir avec les ligands PD-L1 et PD-L2. Ainsi, I’interaction entre PD-1 et PD-L1
conduit a I’inhibition des lymphocytes T. En bloguant cette interaction, les anticorps anti-
PD-1 lévent ce frein en induisant une activité anti-tumorale. Le nivolumab (Opdivo®) et le
Pembrolizumab (Keytruda®), deux anticorps monoclonaux ciblant le PD-1 sont autorisés
par la FDA pour le traitement du mélanome métastatique. Les traitements antiPD-1, apres
des résultats prometteurs en essais de phase I/ll, ont montré une réponse plus importante et
plus rapide que l'ipilimumab, avec un taux de réponse objective de 30 a 50%. De plus, ces
anticorps présentent 1’avantage d’avoir une moindre toxicité et des effets secondaires moins
pénibles et moins graves qu’avec I’ipilimumab, permettant le plus souvent une vie normale
[37].

Enfin, des associations des molécules d’immunothérapie entre elles ou entre
immunothérapie et thérapie ciblée semblent prometteuses et sont étudiées actuellement dans
différents essais cliniques. Ainsi, 1’identification de nouvelles cibles moléculaires et le
développement de nouveaux essais cliniques doivent donc se poursuivre afin d’évaluer la

combinaison qui permettra de faire progresser le traitement du mélanome métastatique.

c) Les virus oncolytiques
Le talimogene laherparepvec, plus simplement appelé « T-VEC » est un virus
oncolytique recombinant, obtenu a partir du virus herpes simplex 1, qui a recu l'autorisation
de la FDA pour le traitement du mélanome métastatique. Il s'agit d'un virus herpés déelété de
sa partie active, impliquée dans la pathogénicite, la réplication virale et la présentation
antigénique. Ces délétions restreignent la réplication du virus aux cellules tumorales. Il a été
également introduit dans ce virus, le géne du facteur de croissance des macrophages (GM-

CSF). Ce vaccin, injecté dans la tumeur, cumule deux effets : 1/ un effet oncolytique direct
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exercé par le virus suite a sa réplication sélective dans les cellules tumorales et 2/ un effet
indirect par la stimulation de I'immunité antitumorale par le GM-CSF. Ce traitement
s'adresse aux patients qui ont des métastases cutanees, sous-cutanées ou ganglionnaires non
résécables [38]. Dans le cadre des essais cliniques, I’effet du T-VEC est particuliérement
important chez les patients dont le mélanome est en stade avancé et n’ont jamais connu
d’autres traitements. Ce traitement génére un taux de réponse objective globale de 26% et
une amélioration de la médiane de survie globale a 23,3 mois. L’efficacité de ce traitement
est surtout importante dans la durée avec 16,3% de réponses complétes ou partielles d’une

durée supérieure a 6 mois.

Ces résultats encourageants ont conduit au développement de nouvelles stratégies de
combinaison telles que 1’association du T-Vec avec I’ipilumimab ou le pembrolizumab, qui
sont actuellement en phase d’évaluation. Ces combinaisons semblent étre efficaces et

tolérées avec un taux de réponse globale objective de 56% [39].

Conclusion

Le mélanome est un cancer cutané dont I’incidence augmente depuis des années, ce
qui en fait un véritable probléme de santé publique. C’est une pathologie qui touche tous les
ages méme si elle est rare chez I’enfant. Il est important de la diagnostiquer tot car la
majorité des formes localisées guérissent. Une fois la maladie devenue métastatique, le
pronostic reste trés sombre. L’avénement de nouvelles approches thérapeutiques pour les
formes métastatiques, avec la mise sur le marché d’immunothérapies et d’inhibiteurs de
protéines kinases, a permis de modifier sensiblement la prise en charge des patients.
Cependant, malgré ces avancées, il y a encore des patients réfractaires aux thérapies
immunitaires et ciblées. 1l y a donc un besoin de traitements complémentaires. Dans cette
optique, la virothérapie anti-tumorale semble &tre un moyen thérapeutique trés prometteur et

I’étude de cette stratégie a fait 1’objet de mes travaux de these.
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PARTIE Il : La virothérapie antitumorale

l. Principe

L’idée que les virus puissent agir comme agents thérapeutiques contre le cancer n’est
pas nouvelle et date essentiellement du début du vingtiéme siécle. A cette époque, des
observations cliniques de régressions tumorales coincidant avec des infections virales
naturelles ont été rapportées. Les premieres observations ont été décrites comme celle d’une
rémission temporaire d’une patiente atteinte de leucémie suite a une infection respiratoire,
présumée étre une grippe [40]. Plusieurs observations similaires décrivant la régression
spontanée de diverses tumeurs chez des patients aprés un épisode d’infection virale ou une
vaccination contre la rage par exemple, sont mentionnées [41]. Suite a ces observations, dans
les années 1950, les premiers essais thérapeutiques chez 1’homme ont commencé.
Cependant, une compréhension limitée des virus et de leur mode de multiplication, ainsi que
la présence d’effets secondaires, ne permit toutefois pas a cette approche d’étre retenue [42].
L’intérét pour cette stratégie thérapeutique, quasiment abandonnée pendant de nombreuses
années, a connu un nouvel essor en raison des progres réalises dans le domaine de la

biologie moléculaire.

Les virus oncolytiques sont caractérises par leur capacité a infecter et a se répliquer
préférentiellement dans les cellules tumorales, conduisant & leur lyse tout en laissant les
cellules normales non transformées relativement indemnes [43]. En effet, il a été établi que
les cellules cancéreuses, étant devenues déficientes dans les mécanismes de protection, de
réparation cellulaire et d’apoptose, pouvaient devenir des cibles pour certains virus [44]. Ces
virus exploitent, en effet, des aberrations cellulaires apparaissant lors de la transformation
tumorale. Ces aberrations affectent par exemple la surexpression de molécules de surface
utilisées comme récepteurs d’entrée des virus, ou les mécanismes de la réponse cellulaire
antivirale. Ainsi, la voie de l'interféron de type | est un mécanisme clé de I'immunité innée
dans le controle de la réplication virale. Cependant, dans de nombreuses tumeurs, on
observe des mutations de la voie des interférons, ces mécanismes de défense demeurant au
contraire fonctionnels dans les cellules normales. Ainsi, la cellule cancéreuse pourrait

constituer un lieu préférentiel pour la réplication virale [45].
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Les différents traitements contre le cancer ne sont pas toujours efficaces et
provoquent de nombreux effets secondaires causes, entre autres, par la destruction de tissus
sains. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies anti-tumorales plus
spécifiques et qui pourraient s’attaquer aux métastases. Etant donné que le cancer est
principalement lié a des instabilités génétiques dues aux déréglements des génes contrélant
le cycle cellulaire, la virothérapie anti-tumorale pourrait étre une approche thérapeutique
alternative a considérer. En effet, la spécificité tumorale induisant la mort des cellules
tumorales ainsi que la capacité d’engager une réponse immunitaire contre les antigénes
tumoraux sont les avantages qui font des virus oncolytiques une arme thérapeutique

potentielle contre le cancer.

Il.  Types de virus oncolytiques

Les virus oncolytiques représentent un groupe hétérogene de virus possédant des
propriétés intrinseques diverses qui en font des outils intéressants pour I’utilisation en tant
qu’agents anticancéreux. L’efficacité et la sécurité sont des éléments importants a prendre en
compte pour un virus oncolytique destiné & étre utilisé en thérapie. Un virus oncolytique
idéal présente ainsi plusieurs caractéristiques : la capacité a infecter, se répliquer et détruire
les cellules tumorales humaines tout en épargnant les cellules normales; la capacité a infecter
un large panel de cellules tumorales ; le virus parental sauvage ne doit pas causer de
pathologie sévére de par son activité intrinseéque au niveau des tissus sains et se doit d’étre
bien caractérisé. Un autre aspect concernant la sécurité d’utilisation d’un virus est sa non
intégration dans le génome de la cellule héte. Un virus a usage thérapeutique doit aussi étre
modifiable génétiquement, avec la capacité d’incorporer dans son génome une quantité
suffisante d’information, et étre trés stable au niveau génomique. Ces critéres sont trés
importants afin d’améliorer 1’activité du virus par 1’ajout de genes stimulateurs ou suicides,
ou pour permettre une réplication et un ciblage spécifique du virus dans la tumeur.
Finalement, le virus doit étre facile a produire avec des titres de production assez importants.
Jusqu’a présent, une vingtaine de virus sont évalués dans des études précliniques pour leur
potentiel oncolytique et la moitié a été évaluée dans des essais cliniques [46]. Les virus a
ADN tels que les adénovirus, les herpés virus et le virus de la vaccine sont le plus souvent
modifiés, en revanche les virus a ARN sont tres souvent capables de cibler naturellement les
cellules tumorales. On peut notamment citer le réovirus, le virus de la stomatite vésiculaire
(VSV) et le virus de la maladie de Newcastle (Tableaux 1 et 2).
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Adénovirus Virus de la vaccine Herpés virus Parvovirus H1

o =] e, 18-28 nm
Classification de Baltimore Groupe |: ADNds Groupe |: ADNds Groupe |: ADNds Groupe Il: ADNss
Famille Adenoviridae Poxviridae Herpesviridae Parvoviridae
Virion Nu Complexe Enveloppé Nu
Symétrie de la capside Icosaédrale Complexe Icosaédrale Icosaédrale
Site de Réplication Noyau et cytoplasme Cytoplasme Noyau et cytoplasme Noyau et cytoplasme
Récepteur cellulaire CAR inconnu HVEM, nectin 1, nectin 2 résidus d’acide sialique

Tableau 1. Propriétés des virus oncolytiques & ADN.

(Adapté depuis Kaufman et al., 2015 [47]).

Réovirus Virus de Virus de la Poliovirus Virus de la Virus de la Virus de la
coxsackie vallée des rougeole maladie de stomatite
Sénécas Newcastle vésiculaire
} { e L | b — } <
75 nm 28 nm 25-30 nm 30 nm 100-200 nm 100-500 nm 80nm
Classification Groupe Il : Groupe IV : Groupe IV : Groupe IV : Groupe V : Groupe V : Groupe V :
de Baltimore ARN ds ARN ARN ss(+) ARN ss(+) ARN ss(-) ARN ss(-) ARN ss(-)
Famille Reoviridae Picorna- Picorna- Picorna- Paramyxo- Paramyxo- Rhabdo-
viridae viridae viridae viridae viridae viridae
Virion Nu Nu Nu Nu Enveloppé Enveloppé Enveloppé
Symétrie Icosaédrale Icosaédrale Icosaédrale Icosaédrale Icosaédrale Hélicoidale Hélicoidale
Site de Cytoplasme Cytoplasme Cytoplasme Cytoplasme Cytoplasme Cytoplasme Cytoplasme
Réplication
Récepteur inconnu CAR/ICAM- inconnu CD155 SLAM et CD46 inconnu LDLR
cellulaire 1/DAF

Tableau 2. Propriétés des virus oncolytiques & ARN.

(Adapté depuis Kaufman et al., 2015 [47]).

Dans cette partie, je discuterai brievement de quelques virus oncolytiques parmi les
plus étudiés et de leurs modifications génétiques.

1. Les herpeés virus

Les herpés simplex virus (HSV) sont des virus de 100 a 200 nm de diametre,

enveloppés, a ADN double brin linéaire présentant une forte efficacité d’infection,
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notamment vis-a-vis des cellules neurales et épithéliales. Il existe deux types HSV humains,
le type 1 (HSV-1) et le type 2 (HSV-2) qui sont tous deux pathogénes pour ’Homme. Le
HSV-2 est associé aux maladies sexuellement transmissibles, tandis que le HSV-1 entraine
généralement des infections de la peau. Les HSV possedent deux propriétés biologiques
uniques qui peuvent influencer la maladie chez I’Homme : la neurovirulence et la latence.
Malgré son tropisme pour le systeme nerveux, le HSV-1 possede un grand nombre de
caractéristiques mentionnées précedemment pour un virus oncolytique idéal, y compris un
grand genome permettant la suppression ou le remplacement jusqu'a 30 kb, aucune étape
d'intégration génomique méme si sa réplication a lieu dans le noyau et la disponibilité d’un
certain nombre de médicaments anti-herpétiques [48]. Ainsi, différents groupes de recherche
développent des vecteurs HSV dirigés contre les cellules cancéreuses. Un des exemples les
plus récents porte sur I’utilisation d’un vecteur HSV-1 délété du facteur de virulence
ICP34.5, ce qui diminue de fagcon importante sa réplication dans le systéme nerveux central
et les formes latentes tout en conservant la réplication virale dans les cellules en division
comme les cellules tumorales. La base de cette sélectivité tumorale est liée a la voie de
défense antivirale cellulaire de la protéine PKR (Protein Kinase R). En effet, le facteur
ICP34.5 bloque normalement la protéine PKR qui inhibe la réplication virale apres détection
du virus et la délétion de ce facteur confére au virus un tropisme pour les cellules tumorales

dans lesquelles la protéine PKR est souvent inactive[49].

Un second facteur de virulence qui peut également étre supprimé dans le HSV-1 est
la thymidine kinase (TK) virale. Cette enzyme est essentielle a la transcription du génome
viral mais est aussi présente dans les cellules en cours de réplication. Si le géne codant pour
la TK virale est supprimé, I’apport de TK ne dépend que de la cellule et est donc fortement
corrélé a 1’état mitotique de celle-ci. Le virus se réplique ainsi de fagon préférentielle dans

les cellules en prolifération.

Un dernier exemple de modification du virus HSV1 est la délétion du géne inhibiteur
de la présentation d’antigenes ICP47. Cette délétion permet d’augmenter I’efficacité
réplicative en plus de minimiser la régulation a la baisse des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMH 1) a la surface des cellules infectées et donc d’
améliorer I’immunogénicité du virus [50]. Comme la plupart des souches HSV-1 portant une

seule mutation conservent souvent une toxicité résiduelle dans les cellules normales, des
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souches portant plusieurs modifications ont été créées pour augmenter la sécurité sans

compromettre son potentiel oncolytique [51].

Récemment, le virus Herpes Simplex recombinant pour le GM-CSF (HSV-1-hGM-
CSF) développé par l'industriel Amgen et aussi appelé Talimogene Laherparepvec (TVEC) a
été approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement du mélanome
métastatique [38].

2. Les adénovirus

Les adénovirus (ADV) sont des virus & ADN double brin linéaire non enveloppés, la
majorité étant impliqués dans des affections respiratoires ou digestives bénignes, méme s’ils
peuvent toutefois provoquer des complications chez des patients immunodéprimes
[52].Grace a leur cycle lytique, ils sont capables de se répliquer spécifiguement dans les
cellules tumorales et de les lyser tout en épargnant les cellules saines. Cette sélectivité pour
les cellules tumorales résulte de modifications génétiques apportées au génome de ces ADV.
En effet, les ADV offrent plusieurs possibilités de modification, notamment en insérant des
séquences supplémentaires dans leur génome, ce qui explique en grande partie leur large
utilisation en thérapie génique et en virothérapie. Les souches oncolytiques des ADV sont
dérivées des ADV de type 5.

Plusieurs groupes ont développé de nouveaux ADV modifiés, capables de cibler
plus spécifiquement les cellules tumorales. Une étude sur des cellules humaines de
gliome in vitro et in vivo dans un modele de xénogreffe chez la souris, démontre
I’efficacit¢ d’un ADV modifié qui cible spécifiquement une forme mutée de I’EGF-R,
Delta-EGF-R, exprimée uniquement sur certaines cellules tumorales[53]. De plus,
I’insertion d’un promoteur tumoral spécifique dans le génome des ADV peut aussi
permettre son ciblage contre les cellules tumorales [54]. Par exemple, le promoteur de la
survivine a été inséré dans les vecteurs adénoviraux afin de contrdler I’expression du
gene viral précoce E1A. La survivine est exprimee dans de nombreux cancers et joue un
role central dans D’inhibition de 1’apoptose. Une étude a ainsi montré qu’un ADV-
survivine était effectivement capable de lyser spécifiqguement plusieurs types de cellules
tumorales in vitro et d’induire la régression d’ostéosarcomes humains dans un modéle

murin [55].
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L’adénovirus oncolytique le plus connu a ce jour est Onyx-015. Ce virus présente
une délétion au niveau du géne E1B. Cette modification va aboutir a I’absence de production
de la protéine virale E1B-55K qui ne pourra plus se lier a la protéine p53 pour neutraliser
son action[56]. Par conséquent, dans les cellules saines, p53 est fonctionnelle et va bloquer
I’entrée des cellules en phase S. La réplication virale ne pourra donc pas s’effectuer. Au
contraire, dans les cellules tumorales présentant une protéine p53 mutée ou un défaut de
signalisation de la voie p53, le cycle se trouve dérégule, favorisant le passage en phase S des
cellules. Ceci va permettre la réplication virale et la destruction des cellules tumorales[57],
[58]. Ce virus a été évalué dans plusieurs essais cliniques sur le cancer. Cependant, le
développement clinique a été interrompu en 2003 a cause de réponses thérapeutiques
limitées[59].

En revanche, des progrés significatifs ont débouché sur 1’acceptation en Chine du
premier virus oncolytique approuvé en clinique, le H101, quasiment identique & ONYX-015.
Ce virus posséde une délétion du géne E3, qui code pour des protéines aux fonctions
immuno-régulatrices [60]. Il est préconisé pour le traitement des cancers nasopharyngés

réfractaires, en combinaison avec une chimiothérapie.

3. Le virus de la vaccine

Le virus de la vaccine (VV) appartient a la famille des poxvirus. Leur génome
contient une seule molécule d’ADN bicaténaire linéaire. Ce virus a largement était utilisé
dans I’histoire médicale humaine dans la lutte contre la variole et a permis son éradication.
Le virus de la vaccine se réplique plus efficacement dans les cellules humaines présentant
une activation constitutive de la voie EGF-R/Ras [61]. Ce virus présente 1’avantage de
pouvoir accueillir des séquences codantes importantes, ce qui permet d’améliorer son
efficacité anti-tumorale. De plus, la délétion de certains génes viraux nécessaires a
I’infection des cellules saines, mais inutiles dans les cellules tumorales transformées, permet

d’accroitre le ciblage spécifique des cellules tumorales par ce virus.

Un virus de la vaccine, le JX-594,codant pour le GM-CSF, a démontré un fort
potentiel oncolytique contre des tumeurs solides telles que le cancer du foie [62], ainsi que
contre des métastases suite a une administration intraveineuse dans des modeéles de rats et de
lapins [63]. Plus récemment, ce méme virus a été utilisé en étude clinique de phase Il dans

des cas de carcinomes hépatocellulaires. Il a été ainsi observé la régression de tumeurs non
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injectées, démontrant encore 1’efficacité de cette approche. Le GM-CSF aurait notamment
permis de recruter des cellules NK et des cellules dendritiques dans I’environnement
tumoral, permettant ainsi la sécrétion de différentes cytokines et 1’activation d’une réponse

immunitaire anti-tumorale spécifique [64].

4. Les reovirus

Les réovirus sont des virus & ARN double brin non enveloppés, faiblement
pathogenes chez I’Homme. La sélectivité de ce virus pour les cellules tumorales est due au
fait que leur réplication dans les cellules normales est naturellement inhibée par la Protéine
Kinase dépendante de I'ARN bicaténaire (PKR). Cependant, dans les cellules tumorales
ayant une protéine Ras constitutivement activée menant a I’inactivation de PKR, les réovirus
peuvent se répliquer librement. Comme aucune modification de la souche sauvage n’a été
nécessaire, les réovirus sont considérés comme des virus oncolytiques naturels. Cet onco-
tropisme naturel a conduit a de nombreux essais cliniques contre une multitude de types de

cancers, y compris le cancer colorectal, les gliomes, le cancer de I'ovaire et le mélanome[47].

En outre, les réovirus sont utilisés en combinaison avec d’autres types de traitements
anti-tumoraux, comme la chimiothérapie. Une étude a démontré que la souche « Reovirus
type 3 Dearing », agissait en synergie avec le cisplatine contre des mélanomes murins et
humains [65].

5. Le virus de la maladie de Newcastle (NDV)

Le Virus de la Maladie de Newcastle est un virus enveloppé a ARN simple brin de la
famille des paramyxovirus. C’est I’agent d’une maladie aviaire majeure et il est aussi
responsable d’une zoonose mineure rare, non pathogéne pour ’Homme. De méme que pour
les réovirus, la sélectivité du NDV pour les cellules tumorales dépend de I’activation

constitutive de la voie Ras, mais aussi de ’inactivation des voies des IFN de type |.

Différentes souches atténuées du NDV présentant des propriétés oncolytiques
naturelles ont éteé utilisées dans le cadre d’essais cliniques. La souche atténuée PV701 a ainsi
été testée en phase I/11 sur différents cancers solides [66]. Tous les resultats des expériences
précliniques et des essais cliniqgues montrent que le NDV est un virus oncolytique

extrémement bien toléré et sqr.
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6. Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV)

Le Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV) est un virus enveloppé @ ARN. Ce virus
peut infecter tous les mammiféres. Son large tropisme en fait donc un virus pouvant étre
largement utilisé pour son potentiel oncolytique contre différents types de tumeurs[67] et
pouvant facilement étre utilisé en modele animal. Il a été démontré que le VSV est trés
sensible a I’inhibition de la synthése des ARNm par les IFN. Ceci favorise sa réplication
dans les cellules tumorales ayant un défaut de la réponse IFN, ce qui est retrouvé dans

environ 80% des tumeurs humaines [68], [69].

I1l. Meécanismes d’action des virus oncolytiques

Les études réalisées ces vingt derniéeres années démontrent que les virus oncolytiques
ont deux mécanismes d'action différents : 1) la réplication sélective dans les cellules
tumorales, induisant la lyse directe et 2) I’induction d'une immunité anti-tumorale
systémique qui contribue, en retour, a 1’élimination des cellules tumorales, méme non
infectées[70]. Cette derniére voie semble trés importante, voire prioritaire dans I’efficacité
de la virothérapie antitumorale [71]. Ainsi, la contribution relative de ces mécanismes peut
varier en fonction du type de la cellule cancéreuse, des caractéristiques du vecteur viral, et de
I'interaction entre le virus, le microenvironnement tumoral et le systeme immunitaire de
I'hote.

1. Oncolyse naturelle
Certains virus sont capables de se répliquer préférentiellement dans les cellules
tumorales, conduisant a leur lyse. Leur réplication et leur multiplication permettent
I’infection des cellules adjacentes ainsi qu’une augmentation continue de la charge virale,
jusqu’a I’intervention d’une réponse immunitaire ou la pénurie de cellules sensibles proches.

Leur tropisme particulier est d0 a la biologie de la tumeur.

Les cellules tumorales se développent en acquérant ou en perdant certaines fonctions
afin d’échapper au contréle normal de division tels que l'autosuffisance pour les signaux de
croissance, la perte de la sensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, 1’échappement
a I’apoptose, le potentiel de réplication illimité et la capacité d'invasion des tissus et
métastases [72]. Ces changements contribuent largement a la réplication sélective des virus
oncolytiques qui exploitent la machinerie cellulaire a leur avantage pour se répliquer et

détruire les cellules tumorales [69]. En effet, I’apoptose, la réponse interféron, 1’inhibition de
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la synthése protéique sont toutes des réponses abolies, defectueuses ou incontrdlées pour les
cellules cancéreuses. Les virus peuvent donc en tirer avantage pour se répliquer et détruire
celles-ci, pour ensuite répéter le processus dans les cellules cancéreuses avoisinantes[73],
[74]. En revanche, les cellules normales ont des mécanismes de défense intacts, leur

permettant de limiter la réplication virale.

Certains virus ont naturellement un tropisme tumoral, d’autres ont été génétiquement
modifiés a cette fin .Les modifications génétiques servent en premier lieu a améliorer la
spécificité des virus vis-a-vis des cellules tumorales, ainsi qu’a les rendre les plus inoffensifs
possibles pour les tissus sains de 1’hote, en ciblant une molécule de surface particuliére, en
délétant certains génes viraux nécessaires a la réplication dans les cellules saines, ou en

utilisant des promoteurs viraux activables uniquement dans les cellules tumorales [75].

a) Entree spécifique des virus dans les cellules tumorales
La premiere forme de ciblage est 1’existence ou la création d’un tropisme d’entrée
spécifique des cellules tumorales. C’est le cas par exemple du virus de la rougeole qui utilise
le récepteur CD46, fortement exprimé sur les cellules tumorales, comme récepteur d’entrée.
En effet les cellules tumorales surexpriment ce récepteur par rapport aux cellules saines pour
échapper a la lyse dépendante du complément. Ainsi le tropisme de ce virus permet

d’infecter préférentiellement les cellules tumorales plutot que les cellules saines [76].

Plusieurs stratégies ont été développées pour créer et/ou améliorer le tropisme
d’entrée des virus oncolytiques dans les cellules tumorales. Ces stratégies exigent des
modifications des protéines de liaison des récepteurs présents sur les particules virales et
sont bien illustrées par le cas des adénovirus (AdV). La fibre du penton des adénovirus se lie
au recepteur CAR (coxsackie and adenovirus receptor) exprimé sur divers types cellulaires
de facon inversement proportionnelle a la malignité des cellules [77]. Les adénovirus ont
donc naturellement tendance a infecter de fagon plus efficace les cellules normales que les
cellules tumorales. Cependant, cette molécule peut étre modifiée de fagon a inverser ce
rapport. Des anticorps bispécifiques ont été synthétisés pour lier la fibre a un récepteur trés
fortement exprimé dans les cellules transformées (comme le récepteur au facteur de
croissance épidermique EGFR), ce qui augmente I’efficacité d’entrée des adénovirus dans
ces cellules[78]. Ces anticorps permettent d’épargner les cellules non tumorales exprimant
CAR [79].
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Le virus de la rougeole peut aussi étre génétiquement modifié pour améliorer son
entrée spécifique dans les cellules tumorales en utilisant des stratégies similaires. En effet, la
liaison au récepteur et la fusion membranaire chez le virus de la rougeole sont médiées par
deux protéines, respectivement la protéine d'attachement H et la protéine de fusion F.
L’ajout de domaines de spécificité, tels que des anticorps a chaine unique, a l'extrémité
carboxyle de la protéine d'attachement, permet la liaison aux récepteurs désignés. La fusion
membranaire est obtenue par la protéine de fusion non modifiée. En revanche, I'entrée par
I'intermédiaire des récepteurs naturels peut étre abolie par des mutations dans la protéine

d’attachement.

La modification du ciblage de 1’herpésvirus (HSV) a des points communs avec le
virus de la rougeole. En effet, la glycoprotéine d'attachement D peut étre modifiée en y
attachant des ligands tels que l'interleukine-13 (IL-13) [80], l'urokinase [81], [82] ou des
anticorps a chaine unique, par exemple contre HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2), surexprimés par les cellules tumorales [83]. Cette stratégie permet de rediriger le

HSV vers ces antigenes exprimés notamment par les gliomes et les tumeurs du sein[84].

b) Réplication sélective des virus dans les cellules tumorales
Les cellules tumorales ont éliminé ou inactivé plusieurs voies impliquées dans les
mecanismes de controle de la croissance cellulaire, de I’apoptose ainsi que les mécanismes
de résistance aux infections [56], permettant ainsi la réplication sélective des virus

oncolytiques dans les cellules tumorales.

. Voie de signalisation p53

La voie de signalisation impliquant le facteur de transcription p53 et/ou la protéine
du rétinoblastome (RB) a été identifiée comme déficiente pour plusieurs types de cellules
tumorales. Ainsi, les adénovirus oncolytiques ont été créés par une délétion dans le géne
codant pour la protéine E1B qui leur permet de lier et d’inactiver la protéine pro-apoptotique
p53. De ce fait, les cellules saines, qui sont infectées par ces virus, peuvent subir I'apoptose
médiée par la p53, tandis que les cellules cancéreuses, qui inactivent communément la p53,
restent sensibles a l'infection virale. Un exemple modele de cette stratégie est 1’adénovirus
oncolytique Onyx-015 qui détient une mutation dans cette protéine et génere donc une
réponse p53 conduisant a I’apoptose de la cellule lors de I’infection. Cependant, les cellules
tumorales déficientes au niveau du géne p53 ne peuvent plus limiter la réplication virale[85].

Les virus ayant donc pour cibles des protéines pro-apoptotiques, comme les adenovirus,
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peuvent étre modifiés spécifiquement afin de se répliquer sélectivement dans les cellules
cancéreuses souvent déficientes dans ces mécanismes d’induction de I’apoptose, cette

mutation étant présente dans pres de 50% des cancers[47].

il Voie de signalisation de I’interféron

Un autre défaut génétique fréquent des cellules cancéreuses se trouve au niveau de la
voie de signalisation des interférons de type | (IFN) [86]. Les IFNs de type | sont essentiels
pour les réponses antivirales et anti-tumorales car ils favorisent les réponses immunitaires
pour I’élimination du virus, mais aussi parce qu'ils réduisent la prolifération cellulaire en
activant la protéine p53 pro-apoptotique [87]. Plusieurs types de cancers inactivent cette
voie, soit en réduisant I'expression de I''lFN de type I, soit en limitant ses signaux par
l'expression réduite des récepteurs ou I’altération de la signalisation en aval. Ainsi, les virus
oncolytiques présentent une spécificité pour les cellules et I’environnement tumoral, dans
lequel les réponses IFN de type | sont déficientes ; au contraire, ils sont éliminés dans les
cellules saines par des réponses médiées par I'lFN. Ceci sera plus précisément détaillé dans
la partie IV.

Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) est le meilleur exemple de virus
extrémement sensibles a I’'IFN de type 1. La protéine de matrice (M) de ce virus permet de
bloquer I’exportation des ARN messagers et donc d’inhiber la sécrétion d’IFN de type 1. Des
mutations au niveau de cette protéine permettent donc la réplication du virus spécifiquement
dans les cellules tumorales incapables de synthétiser ces cytokines [69], [88]. Il a également
¢té démontré qu’une mauvaise régulation de la traduction, en plus des défauts de
signalisation de I’IFN, contribuait fortement a la réplication du VSV [86], [89].
Parallelement, le Virus de la maladie de Newcastle (NDV), semble lui aussi détenir des
propriétés oncolytiques au moins en partie dépendantes de déficiences en IFN dans les

cellules transformeées [66], [90].

iii. Voie de signalisation de la protéine kinase R
Des déficiences de la voie de signalisation de défense cellulaire médiée par la
protéine kinase R (PKR) peuvent également étre exploitées par les virus oncolytiques. Dans
les cellules saines, cette voie inhibe la réplication virale apres la détection du virus. Un
Herpés simplex virus-1 (HSV-1) oncolytique atténue, dans lequel le géne viral codant pour
la protéine ICP34.5 (infected cell protein 34.5) est supprime, induit la lyse préférentielle des
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cellules tumorales par rapport aux cellules normales [49], [91]. Cette suppression rend
I’HSV-1 incapable de bloquer la phosphorylation de la PKR, qui ne se réplique donc que
dans les cellules avec une signalisation PKR défectueuse [92], anomalie fréquemment

retrouvée dans le tissu tumoral[49].

Iv. Voie de signalisation Ras

La voie de signalisation Ras régule de nombreux aspects de la tumorigenese,
comprenant la résistance a la mort cellulaire et la prolifération[93]-[95]. Les réovirus et le
virus de la vaccine montrent une sélectivité naturelle pour les cellules cancéreuses avec une
voie de signalisation Ras suractivée. Dans les cellules normales, le reovirus est capable de
pénétrer dans la cellule et commence a produire des ARNSs viraux, ce qui active la voie PKR.
Une fois activée, la voie PKR va inhiber la traduction des protéines virales, ce qui empéche
la production des particules virales et arréte la propagation du virus [96]. Toutefois, les
cellules cancéreuses avec une voie Ras aberrante ne déclenchent pas la voie PKR. Ainsi, les
cellules tumorales deviennent permissives a l'infection virale et, finalement, a la lyse
cellulaire[93]. Les réovirus humains se multiplient préférentiellement dans les cellules
possédant une voie de signalisation Ras active (soit environ 30 % des tumeurs)[97], [98]. Le
virus de la vaccine, un membre de la famille des poxvirus, dépend lui de la signalisation Ras
induite par le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) pour la réplication
virale [94].

2. Induction d’une réponse immunitaire anti tumorale

Certains virus oncolytiques entrainent la destruction des cellules tumorales via
I’induction d’une réponse immunitaire antitumorale spécifique ou non spécifique. La
premiere observation de cet effet est venue de 1’idée d’associer I’efficacité des virus
oncolytiques a une immunité anti-tumorale spécifique en utilisant des lysats de cellules
tumorales humaines infectées (appelés oncolysats) comme préparations thérapeutiques [99].
Ceci avait permis d’induire une réponse immunitaire de type humoral contre les antigénes
viraux et les antigénes tumoraux révélés par I’infection virale [100]. Les meilleurs résultats
avaient été obtenus dans la prévention de rechutes métastasiques de mélanomes traités avec
un oncolysat de la souche 73T du virus de la maladie de Newcastle [101]. Par la suite, il a
été montré que I’infection virale rétablit I’immunogénicité des cellules tumorales, qui sont
pour la plupart naturellement trés peu immunogénes du fait de la faible expression des

protéines du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) ou des médiateurs de la réponse
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immunitaire (cytokines), en induisant ainsi une immunité anti-tumorale spécifique. Cette
réponse immunitaire a été demontrée pour le HSV1. En effet, I’injection intra-tumorale de ce
virus dans des tumeurs colorectales, de melanome ou de neuroblastome chez la souris a
entrainé la régression des tumeurs injectées et egalement des tumeurs non injectées, grace a
la génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques d’antigénes tumoraux[102].
Cette réponse immunitaire anti-tumorale a permis la protection & long terme contre une

éventuelle récidive tumorale.

Ainsi, I’infection virale constitue un signal de danger capable de recruter des cellules
de I'immunité et notamment les cellules dendritiques (DC). Dans le cas de la virothérapie
anti-tumorale, les cellules tumorales lysées liberent des antigénes associés aux tumeurs qui
peuvent favoriser une réponse immunitaire adaptative induisant la régression de tumeurs
éloignées non exposées directement aux virus. Elles liberent également des molécules
associées aux dommages cellulaires (DAMPS) tels que les HSP « Heat shock proteins » et
HMGB1 « high—-mobility group box 1 », ainsi que des cytokines (TNFa, IFN et I1L-12). Ces
éléments favorisent la maturation des cellules présentatrices d'antigene (CPA) telles que les
DC. Ces CPA activent lymphocytes T CD4 + et CD8 + spécifiques des antigenes tumoraux.
Les lymphocytes T CD8+, une fois activés, se différencient en cellules effectrices
cytotoxiques ayant la capacité d’atteindre des sites de croissance tumorale, ou ilS

reconnaissent et détruisent les cellules tumorales suite a la reconnaissance d'antigénes [47].

Ces différents effets sont susceptibles de renforcer 1’action lytique propre du virus en
favorisant la présentation d’antigénes tumoraux ainsi que I’activation d’une réponse
immunitaire anti-tumorale accompagnée de I’infiltration de la tumeur par diverses cellules
effectrices. Ces effets indirects semblent étre une composante importante de I’efficacité
thérapeutique des virus oncolytiques et plusieurs stratégies sont en développement pour en
ameéliorer Defficacité. La combinaison avec des inhibiteurs de point de contréle immunitaire,
ainsi que 1’ajout de genes immunostimulants pourraient améliorer 1'efficacité thérapeutique

de ces virus oncolytiques (Figure 4).
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Figure 4. Mécanismes d'action des virus oncolytigues.

La réplication sélective des virus oncolytiques dans les cellules tumorales induit une immunité antitumorale
spécifique qui agit sur des lésions éloignées. La combinaison avec les inhibiteurs de point de controle ou la
chimiothérapie peut améliorer I'efficacité de la virothérapie antitumorale. L'armement de virus oncolytiques
avec des genes immunostimulateurs ou des genes thérapeutiques contre le cancer peut également étre bénéfique
(Adapté de Fukuhara et al., 2016 [103]).

IV. Essais cliniques des virus oncolytiques

L’ensemble des études précliniques menées sur les virus oncolytiques apportent
des arguments pour leur utilisation dans un cadre clinique. En 2016, environ 40 essais
cliniques impliquant 1’utilisation de plusieurs virus oncolytiques contre plusieurs types de
cancer recrutent des patients, la plupart en phase initiale (Tableau 3). Dans cette partie, je
vais présenter les propriétés détaillées des virus qui sont actuellement évalués en essais

cliniques de phase I11.

32



Nombre d’essais Cancers
cliniques

Fabricant Modification

Phase Phase Phase
| I 111

594)

Biotherapeutics

modification de
TK

Adénovirus
Onyx-015 Onyx Chimeére Type 2/5, Cancer de la téte et du
Pharmaceuticals  délétion de E1B cou, cancer du pancréas,
cancer des ovaires,
cancer colorectal,
gliomes, métastases
pulmonaires et
métastases hépatiques
H101 Shanghai délétion E1B, Carcinome épidermoide
Sunwayhbio délétion partielle et cancer de la téte et du
E3 cou
DNX-2401 DNAtrix insertion de A24- Glioblastome, cancer des
RGD ovaires
VCN-01 VCN insertion de PH20 Cancer du pancréas
Biosciences hyaluronidase
Colo-Ad1 PsiOxus Chimére Ad11/3 Cancer du c6lon, cancer
Therapeutics groupe B du rein, cancer de la
vessie et cancer des
ovaires
ProstAtak Advantagene insertion deTK Cancer du pancréas,
cancer du poumon,
cancer du sein,
mésothéliome et cancer
de la prostate
Oncos-102 Oncos insertion A24- Cancers solides
Therapeutics RGD-GM-CSF
CG0070 Cold Genesys délétion GM-CSF Cancer de la vessie
et E3
Virus de
la vaccine
Pexa-vec (JX-  Jennerex insertion GM-CSF, Mélanome, cancer du

foie, cancer colorectal,
cancer du sein et
carcinome
hépatocellulaire

GL-ONC1 Genelux modification de Cancer du poumon,
TK, cancer de la téte et du
modification de cou, mésothéliome
I’Hémagglutinine
, modification de
F14.5L

Herpésvirus

T-VEC Amgen délétion ICP34.5, Mélanome, cancer de la
délétion US11, téte et du cou et cancer
insertion GM-CSF du pancréas

G207 Medigene délétion ICP34.5, Glioblastome
modification UL39

HF10 Takara Bio délétion UL56 Cancer du sein,

mélanome et cancer du
pancréas

SEPREHVIR Virttu Biologics  délétion ICP34.5 Carcinome

(HSV1716) hépatocellulaire,

glioblastome,

mésothéliome,
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neuroblastome

OrienX010 OrienGene délétion ICP34.5, 1 0 0 Glioblastome
Biotechnology délétion ICP47,
insertion GM-CSF

Réovirus

Reolysin Oncolytics Aucune 15 9 0 Gliome, sarcomes, cancer
Biotech colorectal, cancer de
I'ovaire, mélanome,
cancer pancréatique,
myélome multiple,
cancer de la téte et du cou

Virus de la vallée des Sénécas

SVV-001 Neotropix Aucune 3 1 0 Tumeurs
neuroendocriniens,
neuroblastome et cancer

du poumon
Virus coxsackie
Cavatak Viralytics Aucune 3 1 0 Mélanome, cancer du
(CVA21) sein et cancer de la
prostate

Tableau 3.Virus oncolytiques clés dans les essais cliniques.

(Adapté depuis Kaufman et al., 2015 [47]).

1. Le virus herpes simplex T-Vec
Le Talimogene Laherparepvec (T-VEC), virus oncolytique de I’herpés recombinant
pour le GM-CSF, est le virus oncolytique pour lequel les études cliniques sont les plus
avanceées. Il est actuellement la propriété de la compagnie Amgen en Californie. Le T-VEC a
¢été le premier virus oncolytique a recevoir 1’approbation de la FDA (Food and Drug
Administration) américaine fin octobre 2015 [38]. Il a depuis été approuvé par 1’Union
Européenne. Ce virus dérive du HSV-1 avec des délétions des génes ICP34.5 et du géne

ICP47.

L’ICP34.5 a pour rdle le blocage de la réponse antivirale de 1'hote basée sur la voie
IFN-PKR et est donc requis pour I’infection des neurones par HSV-1 [104]. Pour le T-VEC,
les deux geénes ICP34.5 sont supprimés, ce qui améliore la sélectivité du virus pour les
cellules cancéreuses et empéche l'infection des neurones, réduisant ainsi de maniere
significative la pathogénicité du HSV-1. La délétion d’ICP47 restaure la présentation des
antigenes viraux par les cellules saines et cancéreuses, ce qui conduit a la maitrise de
I'infection dans les tissus sains et a la destruction par le systeme immunitaire des cellules
cancéreuses qui propagent de maniére sélective le HSV-1 oncolytique. La délétion d’ICP47
induit également I'activation précoce du promoteur US11. Ce dernier blogue la

phosphorylation de la PKR, empéchant ainsi les cellules cancéreuses de déclencher une
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apoptose lorsqu’elles s’infectent [92]. Enfin, le gene codant pour le GM-CSF a été introduit
dans le génome viral a la place des génes de I’ICP34.5 pour améliorer l'induction d'une

immunité anti-tumorale.

Des etudes préclinique sont démontré les effets lytiques puissants du T-VEC contre
plusieurs lignées tumorales, notamment des cellules de cancer du pancréas et de mélanome
[91]. Il a été évalué dans des essais cliniques avancés pour des patients atteints de tumeurs

de la téte et du cou, de mélanome et de cancer du pancréas [47].

Des patients atteints de mélanomes non résécables de stade 111C et IV ont été traités
avec le T-VEC dans un essai clinique multicentrique de phase II. Une dose initiale de 10° pfu
(plague-forming units) de virus a été administrée par injection intra-tumorale, suivie trois
semaines plus tard d’une injection de 10° pfu toutes les deux semaines jusqu'a obtenir une
réponse clinique maximale, la progression de la maladie ou une toxicité inacceptable [105].
Cinquante participants ont été recrutés dans cette étude et un taux de réponse objective de
26% a été démontré, avec la plupart du temps des effets secondaires de faible grade incluant

de la fiévre, de la fatigue et des réactions inflammatoires localisées aux sites d'injection.

Le T-VEC a ensuite été évalué dans un essai de phase Il chez 436 patients atteints de
mélanomes inopérables de stade I11B, I1IC ou IV [106]. Un taux de réponse durable de
16,3% a été démontré (défini par une réponse objective commencant durant les 12 mois de
traitement et persistant pour une durée d'au moins 6 mois) chez les patients ayant recu le
traitement T-VEC, comparativement a un taux de 2,1% chez les patients ayant recu du GM-
CSF seul (P <0,0001) [107]. Ce résultat inclut les réponses de toutes les lésions, injectées et

non injectées.

De plus, un taux de réponse objective de 26,4% a été enregistré, contre 5,7% pour les
patients traités par le GM-CSF, dont 10,9% parvenant a une réponse complete. De plus, pour
les patients ayant regu le T-VEC, la médiane de survie globale a été améliorée (23,3 mois
contre 18,9 mois pour les patients traités par le GM-CSF) [106]. Le traitement par le T-VEC
a notamment été efficace chez les patients avec des tumeurs de stades 11l et IV M1a, ce qui
suggere que T-VEC pourrait étre particulierement utile pour le traitement de patients a un
stade ou la maladie ne s’est pas encore étendue au niveau viscéral. Le traitement a été bien

toléré, avec des effets indesirables comme de la fiévre, des nausées, de la fatigue, des
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frissons, et des réactions inflammatoires localisées au niveau des sites d'injection. En se
basant sur ces résultats extrémement encourageants, la FDA américaine a autorisé la
commercialisation du T-VEC pour le traitement des patient atteints de mélanomes

métastatiques non opérables [38].

Le T-VEC est actuellement évalué chez les patients atteints de mélanome en
combinaison avec des anticorps monoclonaux tels que Il'ipilimumab (anti-CTLA-4) et le
pembrolizumab (anti-PD1). Ces combinaisons semblent étre plus appropriées pour les
patients & des stades avancés et ayant subi des traitements lourds. Les données préliminaires
de I’essai clinique de phase Ib qui étudie la combinaison du T-VEC et de l'ipilimumab, qui
est un anticorps bloguant I'antigene cytotoxique des lymphocytes T 4 (CTLA-4) montrent
des taux de réponse de 50%, avec un taux de réponse complete de 22% [108]. Un essai

clinique randomisé en cours devra confirmer ces resultats.

2. L’adénovirus H101

Le virus H101, produit par Shanghai Sunway Biotech, a été approuvé pour le
traitement du cancer du nasopharynx en Chine en 2005. C’est un adénovirus recombiné
présentant une délétion des genes E1B-55kDs et E3. Ces mutations conféerent au virus H101
des propriétés anti-tumorales [109]. Le H101 a été évalué dans un essai clinique randomisé
de phase Il chez 160 participants avec des carcinomes épidermoides avanceés de la téte et du
cou ou de I’cesophage [110]. Les patients ont été traités par chimiothérapie (cisplatine + 5-
fluorouracile (5-FU) pour les patients n’ayant jamais regu de chimiothérapie, ou adriamycine
+ 5-FU pour les patients précédemment traitées avec une chimiothérapie dérivée du platine)

avec ou sans H101.

Une dose de virus de 5x 10™ & 1.5 x 10" particules virales a été administrée par
injection intra-tumorale quotidiennement pendant 5 jours consécutifs toutes les 3 semaines.
Les patients qui ont été traités avec le cisplatine / 5-FU et le virus H101 ont eu un taux de
réponse de 78,8%, contre 39,6% seulement dans le groupe ayant recu uniquement le
cisplatine / 5-FU. De plus les patients traités avec I'adriamycine / 5-FU et le virus H101 et le
groupe ayant recu uniquement 1’adriamycine / 5-FU ont eu un taux de réponse de
50%.Cependant, le nombre de patients dans ces groupes était relativement faible (n = 18).
Une différence significative concernant le taux de réponse entre tous les patients ayant regu

le virus H101 par rapport aux patients traités par chimiothérapie seule a été noté. Les
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principaux effets indésirables signalés dans cette étude comprenaient de la fievre, des
symptdmes pseudo-grippaux et des réactions au site d'injection. En se basant sur ces
résultats, I'organisme de réglementation chinois a approuvé le virus H101 pour le traitement

du carcinome du nasopharynx en combinaison avec la chimiothérapie.

3. Reolysin

Le « Reovirus type 3 Dearing », aussi connue sous le nom de Reolysin®, est un
réovirus oncolytique étudié dans plusieurs essais cliniques contre différents type de cancers.
Ces essais sont effectués au Canada, aux Etats-Unis et au Royaume-Uni par la compagnie
Oncolytics Biotech Inc., qui est basée a Calgary. L’administration du virus est souvent faite
en combinaison avec un traitement anti-cancéreux conventionnel tel que la chimiothérapie.
Plusieurs types de cancers sont ciblés tels que le mélanome, le cancer du poumon, le
myélome multiple, le carcinome du sein, le cancer de la prostate, le carcinome du pancréas

et les tumeurs solides pédiatriques[111].

Le Reolysin® est administré par voie intraveineuse, le plus souvent a une dose de 3 x
10'° TCIDs (tissue culture infectious dose 50) aux jours 1 et 5 toutes les 3 ou 4 semaines.
La plupart du temps, des symptdmes s’apparentant & une grippe, une diarrhée ou une
lymphopénie ont été notés. De plus, il ne semble pas y avoir de dose maximale toxique
limite ou tolérée [112]. Dans les essais de phase I, il a été démontré chez plusieurs patients

une stabilisation ou une régression de la taille des tumeurs [113].

Une autre étude de phase Il avec le Reolysin® en combinaison avec la
chimiothérapie pour les patients atteints de carcinomes de la téte et du cou vient de se
terminer en 2014. Les résultats étaient plutt encourageants puisqu’il a été observé une
amélioration significative (p=0.0072) de survie, sans progression tumorale pour les cancers
localisés. Cette étude a aussi montré une légére tendance concernant les régressions
tumorales (p=0.076). En revanche, pour les cancers avec métastases, plusieurs patients ont
malheureusement succombé a la maladie. Néanmoins, il a été confirmé qu’il y avait une

régression des tumeurs des la 6™ semaine du traitement (p=0.021) [114].

4. Le virus de la vaccine JX-594
Le virus de la vaccine JX-594 est un autre agent oncolytique prometteur. Il s’agit

d’un virus de la vaccine recombiné portant une délétion du gene de la thymidine kinase qui
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permet I’amélioration du ciblage spécifique des cellules tumorales. Ce virus possede aussi le
géne du GM-CSF humain afin d’améliorer la réponse immunitaire anti-tumorale. 1l est
actuellement évalué en essais cliniques par la compagnie Jennerex basée a San
Francisco[115]-[117]. Trente patients atteints de carcinome hépatocellulaire avancé ont été
inclus dans une étude randomisée avec escalade de dose. Ces patients ont regu soit une faible
dose de virus (10° pfu/ml ; n = 14), soit une forte dose (10° pfu/ml ; n = 16) par injection
intra-tumorale dans cing lésions ou moins aux jours 1, 15 et 29. Les résultats ont démontré
que la médiane de survie était supérieure chez les patients ayant recu la dose la plus élevée
de virus (14,1 mois) par rapport aux patients traités avec la dose la plus faible (6,7 mois ; P =
0,02). En outre, un taux de réponse objective de 15%, comprenant les réponses pour des
Iésions non injectées, a été rapporté, selon les criteres RECIST (Critéres d'évaluation de la
réponse pour les tumeurs solides) modifiés. Cependant, ce taux est similaire pour les deux
doses de virus. Ces données ont été utilisées pour justifier un essai clinique de phase Il
[115].
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Partie I11. Le virus de la rougeole

l. Description de la maladie

La rougeole est I’'une des maladies infectieuses les plus contagieuses causees par le
virus de la rougeole (measles virus, MV). Aujourd’hui, il s’agit toujours d’une des plus
grandes causes de morbidité et mortalit¢ dans le monde malgré le fait qu’elle soit souvent
considérée a tort comme une maladie bénigne. En effet, malgré 1’existence d’un vaccin tres
efficace, la rougeole reste une cause importante de déces du jeune enfant. On estime
quell4 900 personnes, dont une majorité d’enfants de moins de cinq ans, sont mortes suite a
I’infection par le virus de la rougeole en 2014 [118]. 95% des décés surviennent dans des
pays en voie de développement dans lesquels les infrastructures sanitaires sont déficientes et

sont dus a I’immunosuppression induite par I’infection.

Le virus de la rougeole est un morbillivirus hautement pathogéne de la famille des
Paramyxoviridae. Le seul réservoir du virus de la rougeole est ’homme. La transmission du
virus de la rougeole se fait par des gouttelettes de toux provenant du tractus respiratoire d'un
individu contaming, transportant le virus jusqu'a un individu susceptible de développer la
maladie. Cette maladie est trés contagieuse puisqu’une personne contaminée peut infecter
entre 12 & 18 personnes, justifiant une large campagne de vaccination visant a 1’éradication

du virus. Les personnes qui guérissent de la rougeole sont immunisées a vie.

La rougeole est caractérisée par une période de latence (10-14 jours) et les premiers
symptdmes sont peu caractéristiques : état fiévreux suivi de I’éruption cutanée permettant de
diagnostiquer la maladie et marquant le pic de I’infection. L’infection par le virus de la
rougeole entraine le déclenchement d’une réponse immunitaire efficace permettant
I’élimination du virus et une immunisation a vie. Paradoxalement, elle induit une
immunosuppression transitoire (de une a six semaines) mais trés sévere dans les semaines
suivant 1’élimination du virus. Au niveau cellulaire, I’immunosuppression induite par le
virus est caractérisée par une réduction du nombre de lymphocytes T et la derégulation de la

fonction des cellules dendritiques.
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Le virus de la rougeole entre au niveau des voies respiratoires, puis rejoint les
ganglions lymphatiques les plus proches. Ce sont les macrophages, les cellules dendritiques
et les cellules de Langerhans résidant dans le tractus respiratoire qui sont les premiéres cibles
de I’infection. En effet, a I'état immature, ces cellules n'expriment aucun des récepteurs du
virus (Nectin-4 et CD150/SLAM). Le virus s'adsorbe donc dans un premier temps a la
molécule DC-SIGN, une lectine de type-C exprimée par ces cellules. L'attachement de la
protéine H du MV induit une expression membranaire locale de la molécule CD150, ce qui
permet au virus dentrer dans la cellule [119]. Ensuite, la transmission du virus aux
lymphocytes T est favorisée par ’infection des DC. En effet, in vitro, les DC infectées
interagissent avec les lymphocytes T grace a la formation d’une synapse impliquant
I’interaction de la protéine virale H dans les DC avec le récepteur du MV sur les
lymphocytes T [120]. Le virus se réplique ainsi dans les ganglions lymphatiques conduisant
a une premiere virémie. Le virus se propage ensuite dans le thymus et les organes
lymphoides secondaires telle que la rate et les amygdales, mais aussi dans d’autres organes
comme les poumons, le foie et les reins, provoquant une virémie secondaire responsable
d'une immunosuppression aigué [121]. Dans le sang périphérique, les monocytes constituent
la majorité des cellules infectées [122]. Dans les poumons, les macrophages alvéolaires sont
les cibles préférentielles pour la réplication du virus [123]. Le virus infecte également les
cellules épithéliales dans le tractus respiratoire par le récepteur Nectin-4 [124].

L’immunosuppression transitoire induite par le virus de la rougeole entraine le
développement d’infections par des micro-organismes pathogenes opportunistes qui sont a
I’origine de la plupart des déces faisant suite a la rougeole. Les complications les plus graves
sont des infections respiratoires, des encéphalites, des diarrhées sévéres, des pneumonies ou
des otites. Enfin, dans certains cas, 1’élimination du virus peut ne pas étre totale et le virus
peut persister au niveau du systeme nerveux central entrainant a terme une maladie appelée
panencéphalite sclérosante subaigué (PESS) [125]. La PESS est une dégénérescence du
systéeme nerveux central tres rare mais toujours mortelle parce qu’il n’existe aucun

traitement efficace et que le mécanisme de sa pathogenese reste inconnu.

Le développement d'une réponse immunitaire est nécessaire a la guérison. La réponse
immunitaire innée se développe dans un premier temps en faisant intervenir la production
d'interféron-a et -B[126]. Néanmoins, I'élimination du virus nécessite le développement

d'une réponse immunitaire adaptative humorale et cellulaire. Les anticorps sont produits
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contre toutes les protéines virales mais seulement les anticorps contre I'hémagglutinine H
sont neutralisants. En effet, les anticorps développés contre la protéine F ne sont pas
neutralisants mais jouent un role important en limitant la propagation du virus [127]. La
réponse immunitaire adaptative cellulaire se traduit parle développent d’une immunité
lymphocytaire T CD4" et CD8" spécifique de la rougeole, associée a une élévation de la
concentration plasmatique en IL-2, interféron-y et IL-4.

Il.  Les différentes souches du virus de la rougeole

La premiere souche de MV isolée en 1954 par Enders et Peebles a été obtenue a
partir d'un patient, David Edmonston, qui a donné son nom a la "Souche Edmonston".
L’isolation de la souche Edmonston a permis de dériver deux souches atténuées du virus MV
: Edmonston A et Edmonston B (Figure 5). Par la suite, d’autres souches plus atténuées ont
été générées a partir de cette souche sauvage, dont la souche Schwarz, apres passage sur
différents types cellulaires tels que des fibroblastes d’embryon de poulet, des cellules
épithéliales humaines de rein, ou encore des cellules VVéro dérivées de rein de singe. Depuis
1975, la souche Schwarz est la plus largement utilisée comme vaccin. Elle a été obtenue en
1962 par des passages sur cultures de fibroblastes d'embryon de poulet de la souche
Edmonston-Enders. L’administration de la souche Edmonston B, utilisée jusqu’alors
provoquait souvent une fieévre trop importante a donc été remplacée par la souche Schwarz,
plus atténuée. Elle est a présent la souche vaccinale standard pour la vaccination dans le
monde [128].

On constate que les souches vaccinales sont plus robustes vis-a-vis du passage
cellulaire par rapport aux souches sauvages. En effet, elles restent stables genétiquement
[129]. L'analyse comparative des séquences des génomes entre la souche sauvage
Edmonston et la souche Schwarz met en évidence une variation de 42 nucléotides[130].
Plusieurs mutations sont apparues dans les protéines virales, contribuant a 1’atténuation de la
virulence du virus. De plus, 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 dans I’hémagglutinine.

La souche Schwarz présente de nombreux avantages qui justifient son usage dans le

cadre de la vaccination de jeunes enfants ; elle présente une stabilité génétique importante
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puisqu’aucune réversion vers une forme pathogeéne n’a jamais été observée. De plus, elle

induit des réponses immunitaires cellulaires et humorales a long terme [131].

Edmonston
HK/7
Vero /6
HK / 24
Edmonston HA/ 28

« Wild Type »

Edmonston-Enders

HA /12 CE (am) / 22
CEF (33°C)/ 22 CE (am) / 6 WI-38 /19
AlIK-C CEF /13 Zagreb

CE(am)/6
CEr/3

Edmonston lignée A Edmonston lignée B

CEF/5

CEF (32°C) / 85 CEF (36°C)/ 3 CEF (36°C)/ 8

CEF (32°C)/ 40

Schwarz Edmonston B, Rubeovax Moraten

Figure 5. Dérivation des souches vaccinales du virus de la rougeole a partir de la
souche Edmonston sauvage originale.

Le type de cellules utilisées pour leur adaptation ainsi que le nombre de passages sont indiqués en couleur.
CAM, chorioallantoic of chick embryo; CE (am), intra-amniotic cavity of chick embryo; CEF, chick embryo
fibroblast; DK, dog kidney; HA, human amnion; HK, human kidney; SK, sheep kidney; WI-38, human diploid
cells (adapté de Parks et al., 2001 [132]).

I11. Structure du virus et cycle de réplication

Le virus de la rougeole est un virus enveloppé. Son génome est un ARN simple brin
de polarité négative. 1l appartient au genre des Morbillivirus, a la famille des
Paramyxoviridae. Les particules virales sont pléiomorphiques, généralement sphériques,
avec une variabilité de taille allant de 100 a 300 nm de diametre [133]. Le génome MV
contient 6 genes codant pour six protéines structurales composant la particule virale et pour
deux protéines non-structurales nommeées V et C (Figure 6). L’ordre des 6 génes est, sur le
brin positif, N-P/V/C-M-F-H-L, chaque lettre représentant une protéine. Dans le géne codant
pour P, il y a un changement de cadre de lecture lors de la traduction, ce qui permet de

former les 3 protéines P, V et C.
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L’ARN du virus est compacté¢ dans une ribonucléoprotéine hélicoidale, ou
nucléocapside, comprenant la nucléoprotéine N et ’ARN polymérase ARN-dépendante
composée de la phosphoprotéine P et de la protéine L (Figure 6).Ce complexe 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
créant une interface entre 1’enveloppe virale et le coeur du virion. Deux glycoprotéines sont
enchassées dans la membrane : I’hémagglutinine H qui permet 1’attachement du virus a un
récepteur cellulaire et la protéine de fusion F assurant la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane plasmique. Les deux protéines non structurales V et C permettent la suppression

des réponses immunitaires de la cellule hote et constituent des facteurs de virulence pour le

virus.
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Figure 6. Représentation schématique de a) la structure d’une particule virale et b) de
I’organisation du génome du virus de la rougeole.

Le génome du virus de la rougeole est un ARN négatif codant pour les protéines N,P,V, C, M,F, H et L [134].

Le cycle de réplication du MV se divise en différentes étapes successives. Tout

d’abord, le virus se fixe a un récepteur cellulaire (CD150, CD46, Nectin-4) par le biais de
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I’hémagglutinine. L’interaction entre 1’hémagglutinine et les récepteurs spécifiques
provoque un changement de conformation de la protéine F, permettant 1’insertion du
domaine de fusion dans la membrane de la cellule hote. Le résultat de cette étape essentielle
est I'entrée du génome viral et des protéines qui lui sont associées dans le cytoplasme de la
cellule infectée [135]. La transcription du génome viral est initiée par un promoteur unique
situé a ’extrémité 3’du génome et est assurée par I’ARN polymérase ARN-dépendante

constituée des proteines L et P.

La réplication du génome nécessite la synthese d'un anti-génome complet a polarité
positive qui servira par la suite & la synthese de I'ARN génomique viral. Suite a la réplication
du génome viral, la syntheése et I’assemblage des protéines virales, les virions vont
bourgeonner de la membrane plasmique pour conclure le cycle. Cependant, le
bourgeonnement n’est pas le seul mécanisme de transmission du MV. Grace a I’interaction
des protéines virales H et F exprimées sur la membrane de la cellule infectée avec les
cellules voisines, infectées ou non et exprimant le récepteur du MV, il en résulte la
formation de cellules multinucléées géantes appelées syncytia. Ces fusions peuvent
impliquer de nombreuses cellules et il est donc possible d’observer une centaine de noyaux
dans un seul syncytium. Cet effet cytopathique caractéristique permet la propagation de
I’infection et contribue aussi largement aux propriétés oncolytiques des souches atténuées du

virus de la rougeole[130].

IV. Récepteurs cellulaires du virus de la rougeole

A ce jour, trois récepteurs cellulaires ont été identifiés permettant I’entrée du MV : la
protéine CD150 aussi appelée SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule)[136],
utilisée par la souche sauvage du virus de la rougeole. Les souches atténuées dérivées de la
souche Edmonston ont conservé la capacité a cibler la molécule CD150/SLAM mais elles
sont aussi capables d’utiliser la molécule CD46 comme récepteur d’entrée [137], [138].
Récemment, un troisieme récepteur du MV, la Nectin-4, a été identifié [139], [140] comme

étant un récepteur des souches vaccinales et sauvages du virus de la rougeole (Figure 7).
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Figure 7. Récepteurs cellulaires identifiés pour le MV.

STP domain: domaine riche en sérine-thréonine-proline; V: domaine variable; C: domaine constant; les

numeros 1-4 représentent des séquences courtes répétées (SCR) [138].

1. La molécule CD46 (membrane cofactor protein ou MCP)

La molécule CD46 est le premier récepteur du MV a avoir été identifié [137]. Seules
les souches atténuées se lient a ce récepteur, grace a la protéine H qui posséde une forte
affinité pour CD46, ce qui n’est pas le cas de la protéine H des souches sauvages [141]. La
protéine H des souches atténuées differe de celle des souches sauvages par la substitution de
quelques acides aminés (valines et tyrosine en positions 451 et 481) suite aux passages sur
des cellules n’exprimant pas le CD150/SLAM.

CD46, aussi appelée Membrane Cofactor Protein (MCP), a été identifié initialement
pour son role dans la régulation du complément. Elle est exprimée a faible densité de
maniere ubiquitaire par toutes les cellules nucléées de I'organisme[142]. Son rble est de
bloquer la cascade d'activation du complément au niveau de la composante C3. Son
expression a faible densité protége ainsi les tissus sains d'une activation accidentelle du
complément. La molécule CD46 posséde un domaine extracellulaire comportant quatre
séquences courtes répétées ou « short consensus repeats », SCR1-4, en position N-terminale.

Le site de fixation de la glycoprotéine H chevauche la jonction SCR1-SCR2.

En plus du virus de la rougeole, la molécule CD46 peut aussi étre reconnue par

d’autres types de pathogenes dont 1’herpesvirus HSV-6, certains sérotypes d’adénovirus,
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Streptococcus pyogenes et Neisseria [143]

2. La molécule CD150/ SLAM

La souche sauvage du virus MV utilise comme récepteur d’entrée la molécule
SLAM, aussi appelée CD150 [136]. CD150 est exprimé par de nombreuses cellules
immunitaires, notamment les macrophages, les cellules dendritiqgues matures, les
lymphocytes B et T activés, les thymocytes immatures et les lymphocytes T mémaoires,
ce qui explique le lymphotropisme primaire du virus. La souche sauvage du virus MV
présente un tropisme particulier pour ces cellules dans lesquelles, elle prolifére
activement. Ces cellules sont par ailleurs impliquées dans la propagation du virus dans

I’organisme.

La molécule CD150 est une petite glycoprotéine transmembranaire de type | avec
deux domaines d’immunoglobuline C2 et V. La glycoprotéine H du virus de la rougeole

se fixe sur le domaine V, quelle que soit la souche utilisée[136].
3. La Nectin-4

En 2011, la Nectin-4 a été identifiée simultanément par deux équipes comme un
récepteur des souches vaccinales et sauvages du virus de la rougeole sur les cellules
épithéliales [139], [140].En effet, les cellules épithéliales du tractus respiratoire sont des
cibles préférentielles de I’infection par le MV [124]. Cependant, ces cellules expriment aussi
la molécule CD46, qui peut servir de récepteur pour les souches atténuées du MV, mais
n’expriment pas la molécule CD150/SLAM, le récepteur des souches sauvages. Ceci
suggérait donc I’existence d’un troisiéme récepteur pour le MV permettant aux souches

sauvages d’infecter les cellules épithéliales.

La Nectin-4 est une protéine transmembranaire de la superfamille des
immunoglobulines. Elle est impliquée dans les jonctions adhérentes entre les cellules
épithéliales qui permettent de maintenir 1’adhésion entre ces cellules. Cette molécule est
fortement exprimée dans le placenta et la trachée, mais elle est retrouvée a faible densité au
niveau de 1’épithélium des voies respiratoires. Ceci permet I’infection des cellules
épithéliales par leur pdle basolatéral qui est a 1’origine de la dissémination du virus sauvage
de la rougeole. La découverte de ce récepteur a contribué a [’explication de
I’épithéliotropisme secondaire du virus, favorisant ainsi la compréhension de la pathogenese

de la rougeole.
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Cette protéine est décrite a I'origine comme un récepteur du poliovirus (PolioVirus
Receptor-Like protein 4 - PVRL-4) [144]. Elle est composée d’un domaine extracellulaire
comprenant trois domaines immunoglobulines (un domaine V et deux domaines C).La
protéine H du MV interagit avec le domaine immunoglobuline V. Récemment, la protéine
Nectin-4 a également été décrite comme surexprimée par certains types de cancers,
notamment les cancers du sein, du poumon, du c6lon et de I’ovaire[145]-[147]. En effet, elle
intervient dans la transformation tumorale en favorisant les interactions entre les cellules
tumorales [148]. Cette surexpression de la Nectin-4 par les cellules tumorales pourrait
donner un avantage sélectif aux souches vaccinales du virus de la rougeole permettant de les

cibler spécifiquement et d’exercer leur pouvoir oncolytique.

V.  Utilisation du virus de la rougeole atténué comme virus oncolytique

Dans les années 1970, des études de cas ont décrit la régression spontanée de tumeurs
associée a une infection par le virus de la rougeole, en particulier dans les hémopathies
malignes. Cependant, le virus de la rougeole provoque une maladie grave chez I'homme,
nécessitant la vaccination généralisée pour sa prévention. Ceci limite donc I’utilisation du
virus de type sauvage comme agent thérapeutique oncolytique. Les souches vaccinales du
MV sont néanmoins plus sdres. Elles ont un certain nombre de propriétés intéressantes pour
une utilisation thérapeutique dans des stratégies anticancéreuses. Ces souches présentent
naturellement un tropisme préférentiel pour une multitude de cellules tumorales grace a la
surexpression du récepteur CD46 par ces cellules. Ceci se traduit par une lyse directe des

cellules tumorales infectées et par I’induction d’une réponse immunitaire a leurs encontre.

Les souches vaccinales de MV ont été administrées a plus d'un milliard de personnes
au cours des 40 dernieres années, dans le cadre d'un programme de vaccination mondial. En
conséquence, la sécurité de son administration n’est plus a justifier. De plus, le génome du
virus MV a été largement étudié pour ses modifications génétiques afin d'augmenter
I'efficacité et la tracabilité du virus. Son génome est parmi les génomes les plus stables des
virus a ARN. En effet, aucun cas de réversion d’une souche vaccinale vers des formes
pathogeénes n’a jamais été observé. L’ensemble de ces propriétés fait du virus atténué de la

rougeole un virus oncolytique prometteur pour 1’utilisation en virothérapie antitumorale.
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1. Ciblage spécifiques des cellules tumorales

a) Surexpression des récepteurs

La sélectivité¢ de I’infection des souches vaccinales du virus de la rougeole pour les
cellules tumorales est primordiale pour son utilisation comme agent thérapeutique. En effet,
les souches vaccinales du virus de la rougeole dérivées de la souche Edmonston se lient
préférentiellement au récepteur CD46. Il a été décrit que la molécule CD46 était
surexprimée dans de nombreux cancers [149] pour échapper a la lyse dépendante du
complément (Complement-Dependent Cytotoxicity - CDC). Cette surexpression par les
cellules tumorales les rend donc plus susceptibles a I’infection par les souches vaccinales du
virus de la rougeole que les cellules saines. Ainsi, il a été démontré que l'infection des
cellules tumorales par le virus atténué de la rougeole augmentait progressivement avec la
densité d’expression de CD46. En dessous d'une certaine densité, l'infection par le MV n'est
pas efficace. De cet fait, I’effet cytopathogéne de I’infection par le virus MV et la formation
des syncytia (cellules géantes multinucléées) entre les cellules infectées et leurs voisines
non-infectées est régulée par un effet de seuil [150]. Par ailleurs, les tissus sains ne

représentent pas un lieu de réplication adéquat pour les souches atténuées du MV.

De plus, des études récentes ont démontré que les souches atténuées du virus MV
conservent leur capacité a utiliser le récepteur CD150 /SLAM. Ainsi, la lyse des cellules
primaires de lymphome et des xénogreffes par le MV dépend du récepteur CD150 /SLAM et

n'était pas corrélée aux niveaux d'expression de CD46 [151].

Le récepteur Nectin-4 est exprimé a des niveaux faibles a modérés dans les cellules
épithéliales respiratoires. Plusieurs études ont démontré son surexpression par certains types
de cancers [146], [147]. Ainsi, il a été démontré que la surexpression de la Nectin-4 par les

cellules d'adénocarcinome humain augmente 1’activité antitumorale du MV [152].

b) Défauts de la réponse IFN de type |
De nombreuses études précliniques ont montré que les souches atténuées du virus
MV sont capables de cibler la molécule CD46 et présentent effectivement une forte
spécificité envers une grande variété de cellules tumorales humaines. Cependant, le réle de
cette surexpression dans le succés des essais cliniques de phase I n’est pas clair. Une étude
sur le neuroblastome démontre que 1I’évolution du cancer n’est pas reliée a la surexpression

du CD46, mais le virus de la rougeole atténué est toujours capable d’infecter ces types de
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cellules cancéreuses [153]. 1l est donc probable que d’autres facteurs peuvent influencer, en
plus de la surexpression des récepteurs cellulaires spécifiqgues du MV, T’activité anti-
tumorale préférentielle du MV, tels que des défauts de la réponse Interféron type I. Les
défauts au niveau de la voie de signalisation des interférons de type 1[86], [88], fréquemment
observés dans les cellules tumorales, pourraient en effet étre exploités par le virus de la
rougeole. Une étude récente a examiné les réponses antivirales a I’infection par le MV des
lignées tumorales de sarcome et a démontré une inhibition de la réplication virale dans les
lignées résistantes a 1’infection associée a une forte régulation positive des détecteurs
intracellulaires du virus RIG-I et I’'ISG (Interferon-stimulated gene) IFIT1 (Interferon-
induced protein with tetratricopeptide repeats 1). En revanche, les lignées sensibles ont
démontré une plus faible expression d’IFIT1, qui peut étre corrigée par l'administration
d’IFN-3 exogene, ce qui suggere que les différences dans la réponse interféron type |
peuvent expliquer les différences de sensibilité des cellules tumorales au MV dans ce
modéle [154].

2. Essais précliniques
Plusieurs études précliniques ont démontré les propriétés oncolytiques des souches
vaccinales du virus de la rougeole (Schwarz et Edmonston) in vitro et in vivo essentiellement

avec des souris immuno-déficientes portant des xénogreffes de cellules tumorales humaines.

Les résultats précliniques récents obtenus avec les souches oncolytiques du virus MV
sont extrémement encourageants. Ainsi, l'effet oncolytique de MV a été évalué et démontré
in vivo dans des modeles précliniques pour environ 20 types de cancers différents [45],
incluant des cancers multi-résistants disséminés tels que le lymphome [155], le myélome
[156], le médulloblastome [157], le glioblastome multiforme[158], le cancer de la prostate
[159], le cancer du sein [160] et le cancer de I’ovaire [161]. Plusieurs voies d’administration
ont été étudiées (intratumorale, intraveineuse, intraperitonéale ou intrapleurale). Une ou
plusieurs doses ont été administrées dans ces modeles. L'effet cytopathique caractéristique
du virus, impliquant la formation d'agrégats de cellules multinucléées, a été observé dans les

tumeurs des animaux traités, suivie de la mort par apoptose des cellules tumorales infectées.

L’obstacle majeur pour 1’étude de I’activité oncolytique du MV in vivo dans un
modele immunocompétent afin  d’évaluer l'impact du systtme immunitaire sur

I’administration systémique du MV vient de I’incapacité du virus MV a infecter les cellules
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murines, puisque son seul hote naturel est I’homme, contrairement au VSV ou au virus de la
vaccine. Pour cela, des modéles immunocompétents hCD46/IFNAR ont été générés. Ces

souris transgéniques expriment le récepteur CD46.

3. Modifications génétiques du virus de la rougeole
Avec les avancées récentes en biologie moléculaire et en génétique, il devient plus
simple de manipuler les virus afin d’avoir un traitement plus ciblé (Figure 8). Ainsi, les
travaux menés ces derniéres années évaluent le potentiel oncolytique de MV génétiquement
modifiés, présentant une meilleure spécificité envers les cellules tumorales et une efficacité

Iytique potentialisee.

o Immune
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Figure 8. Les modifications génétiques de la souche MV-Edmonston.

L'emplacement des génes insérés dans le génome est représenté. Les contributions fonctionnelles des
modifications sont également décrites.

GFP = green fluorescent protein, CEA = carcinoembryonic antigen, wt P = wildtype phosphoprotein, NIS =
sodium iodide symporter, NAP = neutrophil activating protein, PNP = purine nucleoside phosphorylase, GM-

CSF = Granulocyte macrophage colony-stimulating factor, and ScFV = single-chain antibody [162].

a) Ameélioration de I'activité lytique
L’infection par le virus de la rougeole entraine la fusion de la cellule infectée avec

des cellules voisines pour former des cellules géantes multinucléées (syncytia). Les cellules
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infectées meurent ensuite par apoptose [163]. Des modifications génétiques peuvent étre
apportées pour augmenter les propriétés oncolytiques du virus de la rougeole. Ainsi, une
approche développée pour augmenter I’efficacité lytique du MV consiste a remplacer le gene
P muté dans la souche vaccinale avec un géne P de type sauvage. Contrairement au virus
sauvage, les souches atténuées du virus de la rougeole sont moins efficaces pour bloquer la
réponse anti-virale IFN de type I. En effet, lors du processus d’atténuation, des mutations
surviennent dans différentes protéines virales, notamment la protéine V, rendant les souches
vaccinales du MV sensible a I’'IFN [164], [165]. En conséquence, les cellules tumorales
infectées par les souches vaccinales du MV produisent sensiblement plus d’IFN que celles
infectées par la souche sauvage. Dans une étude de Haralambieva et al.[166], I'activité anti-
tumorale d'un virus recombinant MV-GFP armé du géne P de type sauvage a été évaluée in
vitro et in vivo. Ce virus recombinant induit des niveaux significativement inférieurs d’IFN
de type I que le MV-GFP non modifié et montre une plus grande efficacité oncolytique
contre plusieurs xenogreffes de myélome humain. Les essais cliniques de ce virus
recombinant n’ont pas été poursuivis en raison de la pathogénicité potentielle associée a la

protéine P sauvage.

b) Combinaisons thérapeutiques
De nombreuses études précliniques ont démontré 1’intérét d’associer une thérapie

virale par le MV a une chimiothérapie ou une radiothérapie.

. La chimiothérapie
Des stratégies de chimiovirothérapie ont été développées pour augmenter la capacité
des virus oncolytiques a détruire directement les cellules tumorales[167]-[169], notamment
par I’insertion de « génes suicides »codant pour des protéines rendant les cellules plus
sensibles a I'apoptose ou a la thérapie avec d'autres médicaments. Le but commun de ces
stratégies est de diminuer la toxicité systémique en administrant de faibles doses de
médicaments chimiothérapeutiques peu toxiques et qui ne sont convertis en métabolites

hautement toxiques que dans le microenvironnement de la tumeur.

Pour le virus de la rougeole, son genome a été modifié de fagcon a exprimer des
géenes suicides codant pour des enzymes « prodrug convertase » capables de convertir des
molécules chimiques inertes en molécules cytotoxiques. Ainsi, dans un modéle de gliome,

un virus de la rougeole recombinant pour la purine nucléoside phosphorylase (PNP)
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d'Escherichia coli a été développé. Cette enzyme est capable de convertir le 6-méthylpurine-
2'-deoxyriboside (MeP-dR) en 6-méthylpurine (MeP). Cette molécule hautement diffusible
est ensuite métabolisée en un analogue toxique de I'Adénosine Tri-Phosphate (ATP) qui
inhibe immédiatement la synthese des ADN, ARN et protéines, induisant la mort cellulaire
[170]. Des études ont démontré la puissance de cette stratégie, puisque un faible niveau
d’expression de la PNP dans la tumeur permet la mort des cellules tumorales induite par la
prodrogue. Ainsi, suite a 1’injection intra-tumorale ou systémique dans un modele murin
syngénique de cancer du c6lon, ce MV-PNP interfere avec la progression tumorale et

augmente la survie des souris aprés 1’administration de la prodrogue MeP-Dr [171].

Une autre équipe a géenéré un virus de la rougeole recombinant pour une enzyme
bactérienne, la super-cytosine désaminase (SCD), capable de convertir la 5-fluorocytosine
(5-FC) en 5-Fluorouracil (5-FU), un agent chimiothérapeutique approuveé cliniqguement, qui
est ensuite métabolisé par la cellule infectée en 5-Fluorouridine-mono phosphate (5-FUMP).
Le 5-FUMP interfére avec les processus de réparation de I’ADN et inhibe la synthése de
I'ADN et des ARN[172]. Cette stratégie a démontré son efficacité chez la souris dans des
xénogreffes de carcinome hépatique[172], de mélanome [173]et de cancer squameux de la
téte et du cou[174]. Les auteurs ont démontré une action synergique entre I’effet lytique du
virus et cette substance chimiothérapeutique (Tableau 4).

Ces stratégies de chimiovirothérapie apportent un bénéfice thérapeutique supérieur a

celui obtenu avec le virus seul et sont prometteuses pour de futures applications cliniques

ii. La radiothérapie
La radiothérapie peut également avoir un effet synergique en augmentant la
réplication virale. Le groupe de S.J. Russell (Mayo Clinic) a notamment développé un MV
recombinant pour le symporteur lode/Sodium (MV-NIS)[156]. L utilisation de ce virus MV-
NIS permet de combiner I'effet cytopathique du MV avec les propriétés ionisantes de I'lode
131 (34).

La fonction physiologique normale du le symporteur lode/Sodium (NIS) est le
transport des ions iodure dans les cellules, ce qui a lieu principalement dans la thyroide mais
également dans les glandes mammaires, 1’estomac et les glandes salivaires [175], [176].

Lorsque le NIS est exprimé a partir du génome du virus MV oncolytique, les cellules
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131 un émetteur de

tumorales infectées expriment le symporteur NIS et concentrent |
particules P. Les particules B émises par la dégradation de 1'*'I pénétrent les tissus
environnants jusqu'a 400 um de leur point d'émission, produisant un effet "bystander” local
sur les cellules voisines résistantes a l'infection par le virus, comme démontré dans un

modele de xénogreffes de mélanome humain chez la souris[156].

Cette stratégie a mis en évidence la destruction synergique de la tumeur dans
plusieurs modeles précliniques de lymphome [151], de cancer de I'ovaire[177], de myélome
[178] et de mésothéliome [179]. L'expression du symporteur lode/Sodium permet aussi de
visualiser et de quantifier la réplication du virus in vivo en utilisant un autre isotope de I'iode
: I'iode 123 (**®1). Des essais cliniques de phase I utilisant un virus de la rougeole exprimant
le NIS ont débuté pour le cancer de l'ovaire, le myélome, le mésothéliome et les cancers de
la téte et du cou [84].

C) Amélioration de ’immunogénicité
L’induction de réponses immunitaires anti-tumorales est primordiale pour l'activité
oncolytique du MV. Ainsi, plusieurs études suggérent que le potentiel thérapeutique du virus
MV codant pour des protéines immunostimulatrices permet le recrutement de cellules

immunitaires anti-tumorales agissant en synergie avec l'action lytique du MV (Tableau 4).

Récemment, un MV codant pour le GM-CSF (Granulocyte - Macrophage Colony
Stimulating Factor), une cytokine qui favorise I'accumulation et la maturation des cellules
dendritiques a montré une efficacité thérapeutique supérieure au virus MV seul dans un
modele murin immunocompétent de cancer colorectal[180]. Cette efficacité améliorée 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
spécifiques d'antigénes tumoraux suite a I’injection intra-tumorale du MV-GM-CSF. Dans
cette étude, plus d’un tiers des souris traitées par le MV-GM-CSF ont présenté une
régression compléte de la tumeur et ont rejeté des greffes de tumeurs ultérieures, ce qui

suggere 1’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale protectrice & long terme.

Dans une autre étude, les séquences codant pour une petite protéine NAP
(Neutrophil-Activating Protein) ont été insérées dans le génome du MV. Cette proteine,

dérivée d’Helicobacter pylori et agoniste du Toll-Like Receptor 2 (TLR2), a ainsi montré
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une efficacité thérapeutique supérieure en comparaison avec la souche vaccinale du MV
dans un modéle préclinique de cancer du sein[181]. Cette efficacité accrue est due aux
propriétés immuno-adjuvantes de la protéine NAP, permettant le doublement de la médiane
de survie des animaux traités. En effet, les cellules tumorales infectées sécretent en grande
quantité de cette protéine, ce qui induit I'expression des cytokines Tumor-Necrosis Factor-a.
(TNF-a), IL-6 (Interleukine-6) et IL-12 et permet ainsi 1’induction d’une inflammation ainsi
que la polarisation de la réponse immunitaire vers un profil Thl favorable au développement

d'une réponse immunitaire cellulaire anti-tumorale.

De plus, Li et ses collegues ont démontré que I’insertion du géne codant pour I’IFN-3
murin dans le génome du MV permet d’augmenter ses propriétés immunostimulatrices. Ce
MV codant pour 'IFN-B murin présente une meilleure capacité a détruire les cellules
tumorales de mésothéliome, établies en xénogreffes sous-cutanées sur des souris immuno-
déficientes, et a ainsi permis d’augmenter la survie des souris traitées en comparaison avec le
MV seul[179]. Ce MV-IFN-f a notamment permis de modifier favorablement le
microenvironnement tumoral par I’infiltration de la tumeur par des cellules immunitaires
CD68+. En effet, les IFN de type | tel que I’IFN-B sont connus pour avoir des propriétés
immunostimulatrices en participant a I'activation de différents types de cellules immunitaires
tels que les lymphocytes T et lymphocytes Natural Killer (NK)[182], favorisant ainsi la

réponse immunitaire anti-tumorale.

Un autre MV recombinant a récemment été modifié pour exprimer des anticorps
contre les récepteurs CTLA-4 (MV-CTLA-4) et PD-L1 (MV-PD-L1) (Figure 8). Les
molécules CTLA-4 et PD -L1 interviennent comme points de contréle immunitaires et jouent
un rdle critique dans 1’inhibition des cellules T permettant aux cellules tumorales d’échapper
a I'immunité cellulaire, en particulier contre les lymphocytes T spécifiques des antigénes
tumoraux. Dans un modeéle syngénique de mélanome, le traitement avec MV-CTLA-4 et
MV-PD-L1 a ainsi retardé la progression tumorale [183]. De plus, les animaux traités avec
MV-PD-L1 ont montré une prolongation significative de la survie globale. Le traitement
avec ces deux virus a été associé a une augmentation significative des lymphocytes T CD3+
dans la tumeur et une diminution des cellules T régulatrices FoxP3+. Des régressions de
xénogreffes tumorales humaines ont été observées dans toutes les souris traitées, avec une

disparition complete de la tumeur pour 80% des animaux.
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L’ensemble de ces résultats montrent que I’association du potentiel oncolytique du

MV avec I’immunothérapie semblent étre prometteuse.

d) Amélioration du tropisme du MV

Un virus oncolytique se réplique et tue sélectivement les cellules tumorales sans
nuire aux cellules saines[184]. Afin d’améliorer ce ciblage, plusieurs virus MV
recombinants ont été développés pour cibler des récepteurs spécifiques surexprimeés sur les
cellules tumorales (Tableau 4). En effet, méme si I’entrée du virus dans les cellules
tumorales grace a la liaison de sa protéine virale H avec les récepteurs cellulaires CD46 et
Nectin-4 surexprimés par de nombreuses tumeurs est primordiale dans la sélectivité
tumorale du virus atténué de la rougeole, il serait cependant intéressant d’augmenter la
spécificité de ce virus afin de limiter I’infection des tissus sains, renforcant ainsi sa securité
d’utilisation chez ’homme. Cela permettrait aussi de pallier a la variabilité d’expression de

ses récepteurs entre les patients atteints d’un méme cancer.

Ainsi, des modifications de la protéine H peuvent améliorer cette spécificité de
liaison du virus en la redirigeant vers un marqueur membranaire exprimé a la surface des
cellules tumorales. Le fait que la liaison au récepteur et la fusion membranaire sont médiées
par deux protéines différentes, respectivement la protéine d'attachement (I’hémagglutinine)
et la protéine de fusion, facilite la stratégie de modification du virus de la rougeole. Ainsi,
avec I’ajout de domaines de spécificité, tels que des anticorps a chaine unique (scFv, single-
chain fragment variable), a I'extrémité carboxyle de la protéine d'attachement, les souches
vaccinales du virus de la rougeole MV acquiérent un tropisme restreint aux cellules
exprimant les récepteurs désignés. Ces récepteurs seront reconnus par la chaine d’anticorps
greffée a ’extrémité de ’hémagglutinine. La fusion membranaire est obtenue par la protéine

de fusion non modifiée ce qui n’a pas d’impact négatif sur la formation des syncytia.

Les souches vaccinales du virus de la rougeole recombinantes qui expriment une
hémagglutinine reciblée a la place de I'hnémagglutinine standard sont générées de maniere
fiable et sont stables [185]. En outre, ces souches virales perdent leur capacité a infecter les
cellules par les récepteurs classiques (CD46 et Nectin-4), ceci par des mutations de résidus
protéiques spécifiques qui sont nécessaires pour la liaison [186].Ainsi, plusieurs virus
recombinants ont été génerés, possedant une protéine H modifiée fusionnée a un fragment

scFv dirigées soit contre le récepteur PSCA (prostate stem cell antigen) exprimé sur les
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cellules cancéreuses prostatiques et pancréatiques [187], contre le récepteur CD20 spécifique
des lymphomes B Non-Hodgkiniens [170], contre I’antigéne carcino-embryonnaire (CEA)
exprimé sur les cellules cancéreuses coliques [181], contre le récepteur de I'interleukine-13
surexprimé sur les cellules de gliome [182], [183], ou encore contre le prostate-specific
membrane antigene (PSMA) surexprime sur les cellules prostatiques [184]. Ces virus ont
démontré un ciblage efficace des cellules tumorales in vitro et in vivo dans des modeles

murins.

Ces stratégies de redirection de la liaison virale permettent aussi d’augmenter la
sécurité du traitement. Dans un modele de souris transgénique exprimant le récepteur CD46,
un traitement par injection intra-cérébrale du virus sans mutation de H entraine une
neurotoxicité majeure. En revanche, les animaux traités avec le virus exprimant
I’interleukine-13 a ’extrémité C-terminale de la protéine H n’ont présenté aucun de signe de
toxicité[188]. Il faut noter que le virus utilise des récepteurs humains, ce qui rend difficile
les études de toxicité du virus chez I’animal. En effet, outre la création de souris
transgéniques exprimant le récepteur CD46 humain, la réponse immunitaire innée de la
souris empéche I’infection, d’ou 1’utilisation de souris incapables de répondre a I’interféron

(souris sans le récepteur a I’interféron IFNAR).

D’autres stratégies de redirection du tropisme du virus oncolytique de la rougeole
MV ont été développées récemment par Friedrich et ses collégues et ont permis d’obtenir un
MV recombinant capable de reconnaitre deux marqueurs tumoraux simultanément, Her2/neu
(Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) et une molécule d'adhésion des cellules
épithéliales EpCam (Epithelial cell adhesion molecule) [189]. Cette stratégie consiste en
I'ajout, a I'extrémité de I'némagglutinine virale, d'un motif répété de la protéine Ankyrine
(Designed Ankyrin Repeat Protein - DARPIns). Ces domaines Ankyrines sont des motifs
protéiques impliqués dans la régulation des interactions protéine-protéine. Les séquences
codant pour DARPIns spécifiques de marqueurs tumoraux sont insérées dans le génome du
MV afin de créer une protéine de fusion H-DARPin. Dans un modele murin de xénogreffes
de cellules tumorales humaines, ce virus modifi¢ a permis d’éliminer efficacement les
tumeurs de ces animaux. Avec cette redirection de la liaison virale, les auteurs ont souligné
I’intérét d’utiliser ce virus bispécifique, permettant d’éviter les phénomeénes de selection de

variant tumoraux qui n’expriment pas les récepteurs classiques du virus et le ciblage du
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marqueur EpCAM associé aux cellules tumorales souches. Les auteurs esperent pouvoir

s’attaquer ainsi directement aux cellules qui initient la tumeur.

Une autre approche pour restreindre la réplication du virus MV au tissu tumoral a été
décrite dans un modele de glioblastome, en exploitant I’expression tissu-spécifique de
certains microARN (miR). Les miR sont des ARN simple brin courts propres aux cellules
eucaryotes qui interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle afin d'inhiber
I’expression d’un gene. Ils s’apparient a la séquence complémentaire de I’ARN messager du
géne cible et conduisent a la répression transcriptionnelle ou a sa dégradation [190]. Les
travaux menés depuis plusieurs années ont décrit la dérégulation des miR dans différents
types de cancers permettant de distinguer les tissus sains des tissus tumoraux et de
différencier les types de cancers selon le profil d’expression des miR [191], [192].
L'expression différentielle des miR est une caractéristique du tissu tumoral qui a été
exploitée pour les virus oncolytiques afin de restreindre leur réplication au tissu
tumoral[193]. Ainsi, il a été démontré que I’ARN interférent microRNA-7 est régulé
négativement dans les cellules de gliome, parce gu'il est impliqué dans la répression de
I'expression du récepteur a I'Epidermal Growth Factor (EGF-R) [194], alors qu’il est
abondant dans le tissu neural sain[195]. De ce fait, un virus MV sensible au miR-7 a été
généré contenant des séquences cibles du miR-7au niveau de la région 3’ non transcrite du
gene codant pour la protéine F. La présence de miR-7 dans le tissu sain inhibe effectivement
la traduction des protéines virales et bloque la propagation du virus. L’effet du virus est trés
atténue dans les cellules normales mais il se réplique dans le tissu neural néoplasique [195].
Dans un modele préclinique de xénogreffe de glioblastome multiforme humain chez la
souris, ce virus a demontré son efficacité sans entrainer de neurotoxicité aprés une injection

intracranienne [195].

e) Amélioration de la tracabilité
Dans le but d’évaluer ['efficacité thérapeutique du virus oncolytique de la rougeole,
il est nécessaire de suivre par des méthodes non invasives la réplication du virus, la
specificité de I'infection, la localisation de I’infection et son étendue. Dans cette optique, le
virus de la rougeole peut étre modifié pour visualiser et quantifier la réplication du virus in
vivo. Ainsi, deux virus recombinant, MV-GFP et MV-CEA, qui codent respectivement pour
la protéine fluorescente verte (GFP) et l'antigéne carcinoembryonnaire (CEA), ont été

développés (Figure 8). Le virus MV-GFP est couramment utilisé dans I'évaluation in vitro
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lorsqu'on utilise des techniques de microscopie par fluorescence pour suivre la réplication
virale, tandis que le MV-CEA est utilisé en tant que marqueur biologique de I'infection in
vivo. Il permet un suivi quantitatif de I'expression des génes viraux par série de mesures dans
le sang périphérique des patients. Le potentiel thérapeutique du MV-CEA a déja été
démontré dans plusieurs modeles précliniques [196]-[198] et est actuellement évalué dans
un essai clinique de phase | pour le traitement du cancer de l'ovaire récurrent et le
glioblastome [199]. Cependant, I'expression de CEA ne permet pas de déterminer si le virus

s'est repliqué dans une cellule tumorale ou dans une cellule saine.

Enfin, il existe une autre stratégie intéressante utilisant un virus de la rougeole
exprimant le NIS [156]. L’infection des cellules tumorales par le MV-NIS permet de
visualiser la dispersion des cellules infectées au sein de la tumeur grace a la technique
"single-photon emission computed tomography " SPECT ou de la tomographie par émission

de positons (TEP) [200]. Ces techniques permettent de détecter in vivo la réplication virale

au sein de la tumeur.

Souche Modifications génétiques Types de cancers
virale
Souche MV-Edm Non modifié Leucémie [201], lymphome
vaccinale [202], myélome multiple
atténuée [203], cancer de I’ ovaire
[204], mélanome [205]
Amélioration MV-CD20 Reciblage contre CD20 Leucémie, fibrosarcome [206]
du tropisme  MV-CD38 Reciblage contre CD38 Erythroleucémie, lymphome

de Burkitt, cancer de 1’ovaire,
glioblastome [207]

MV- Reciblage contre her2/neu Cancer de ’ovaire,
HER2/neu médulloblastome [208]
MV- Reciblage contre EGFR Erythroleucémie, lymphome
EGFRvIII de Burkitt’s cancer de 1’ovaire,
Glioblastome [209]
MV-PSMA Reciblage contre PSMA Cancer de prostate [210]
MV- Reciblage contre CD133 Carcinome hépatocellulaire,
CD133 cancer du c6lon, gliome [211]
MV-aVB3- Reciblage contre aVB3-integrin Myélome multiple [212]
integrin
MV-MMP Reciblage contre métalloprotéinases MMP Carcinome hépatocellulaire,

fibrosarcome, cancer des voies
biliaires [213], [214]

MV- Reciblage contre des séquences miRNA Glioblastome [195]
miRNA
MV- Reciblage contre EGFR, Her2/neu et EpCAM  Adénocarcinome du cblon,
DARPIns fibrosarcome, carcinome
ovarien, glioblastome [189]
Amélioration  MV-CEA Gene rapporteur Cancer ovarien [177], [199],
dela CEA glioblastome [158], cancer du
tracabilité sein [160], carcinome
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hépatocellulaire [215], cancer
de la prostate [197]

MV-NIS Géne rapporteur Cancer ovarien [177], [199],
NIS myélome multiple[216] ,

glioblastome [198], carcinome
hépatocellulaire[215], cancer
du pancréas [217] ,cancer de
la prostate [197], carcinome de
la téte et du cou, carcinome
thyroidien, carcinome
hypopharyngéal [218] , cancer
colorectal [219], cancer de
I’endométre [220], lymphome
acellules T [221]

Genes MV-PNP Enzymes « Prodrug convertase » Leucémie/lymphome [222],
Suicides cancer colorectal [187], cancer
du pancréas [223]
MV- Enzymes « Prodrug convertase » Cancer ovarien [224],
SCD/FCU1 mélanome [225], carcinome

des voies biliaires [226],
carcinome hépatocellulaire
[172] carcinome colorectal

[227]
Geénes MV- Gene du GM-CSF Lymphome de Burkitt [180]
Immuno- GMCSF
stimulateurs MV-NAP Gene de la « Neutrophil activating protein »  Cancer du sein [228]
MV- Anticorps anti-CTLA-4 Mélanome malin [183]
aCTLA4
MV-aPDL- Anticorps anti-PDL-1 Mélanome malin [183]
1
MV- Reciblage contre 1L-13 Glioblastome[229]
Hblind-
IL13
MV-IFN IFN-pB Mésothéliome [179]

Tableau 4. Les modifications génétiques de la souche MV-Edmonston.

(adapté d’apres Aref et al., 2016 [134]).

4. Essais cliniques
Les premieres observations suggérant que le virus sauvage de la rougeole posséde
des propriétés oncolytiques contre les tumeurs hématologiques, ont été publiés en 1971. Des
régressions spontanées de lymphome d'Hodgkin [230], [231] et de lymphome de Burkitt
[232], [233] ont été observees suite a l'infection naturelle par la souche sauvage de virus de
la rougeole. Ces propriétés oncolytiqgue contre les tumeurs hématologiques sont

probablement dus a son tropisme dirigé contre la molécule CD150.

Depuis ce temps, l'activité oncolytique des souches atténuées de la rougeole a été
étudiée dans plusieurs modeles pré-cliniques in vitro et in vivo sur des souris

immunodéficientes. Cependant, les difficultés a développer des modeéles animaux pour un
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virus ou I'nomme est son seul hote naturel, et notre compréhension relativement limitée du
mécanisme avec lequel le virus de la rougeole exerce son activité oncolytique, ont sans

doute contribué a la lenteur du développement clinique de cette approche.

Aujourd’hui, avec les avancées récentes dans le domaine de la virothérapie
antitumorale, I’utilisation du virus atténué de la rougeole n’est plus un exercice purement

académique, plusieurs essais cliniques sont en cours (Tableau 5).

Souche Pathologie Phase Résultats cliniques Année Référence
virale clinique
et nombre

de
patients

Q)

MV-EZ Intra- -Régression compléte 2005 [202]
tumorale TCIDs (n=5) des Iésions injectées : 1
Lymphome patiente sur 5
- -Régression partielle des
cutané a NS
lésions injectées : 3
cellules T patientes sur 5
-Régression partielle
des lésions distantes : 2
patientes sur 5
MV- Intra- 10°-10°  Cancer de Phase 1 Médiane de survied’'un 2010  [199]
CEA péritonéale  TCIDs I’ovaire (n=21) an chez 14 des 21
(toutes les patientes.
4
semaines
pendant 6
mois)
MV- Intra- 10°-10°  Cancer de Phase 1 Meédiane de survie de 2015  [234]
NIS péritonéale  TCIDsg I’ovaire (n=16) 26,5 mois
(toutes les
4
semaines
pendant 6
mois)
MV- Intra- 10°-10"  Myélome Phase 1 Rémission compléte 2014 [235]
NIS veineuse TCIDs Multiple Phase 2 en  chez une des 2 patientes
cours injectées.

Tableau 5. Essais clinigues utilisant le virus de la rougeole.

EZ, Edmonston—Zagreb; CEA, carcinoembryonic antigen; NIS, thyroidal sodium iodide symporter; TCIDs,
50% tissue culture infectious dose (adapté d’aprés Matveeva et al., 2015 [236]).

60


http://www.nature.com/articles/mto201517#auth-1
http://anabible.webethan.org/spip.php?page=print-article&id_article=1926&lang=fr
http://anabible.webethan.org/spip.php?page=print-article&id_article=1926&lang=fr
http://anabible.webethan.org/spip.php?page=print-article&id_article=1926&lang=fr

a) Essai clinique de phase | : Lymphome cutané a cellules T

Le premier essai clinique de phase | a été réalisé par Heinzerling et ses collégues. Ils
ont évalué I'efficacité oncolytique de la souche atténuée du virus de la rougeole Edmonston-
Zagreb sur cinq patients atteints de Lymphome Cutané a Cellules T (Cutaneous T-Cell
Lymphoma - CTCL) [202]. Dans cette étude clinique, les résultats ont déemontré que
I'injection intra-tumorale de MV provoque une infection locale des cellules tumorales, mise
en évidence par l'effet cytopathique caractéristique du virus et qui n'a pas été abrogée par la
présence d'une pré-immunité contre la rougeole. Des régressions tumorales ont été observées
pour trois patients. De maniére intéressante, des régressions de tumeurs distantes non
injectées ont été aussi enregistrées. Ces résultats ont été obtenus avec de faibles doses de
virus associées a un traitement par interféron (IFN-a) visant a limiter la propagation virale.
L’IFN-o a permis d'atténuer la virulence du MV dans les cellules saines, normalement
sensibles a I'action antivirale de I'IFN-a, tandis que les cellules tumorales qui avaient perdu
cette sensibilité ont été efficacement infectées. Bien que le faible effectif de patients et/ou le
traitement par interféron aient pu influencer les résultats, cette étude a suscité un grand

intérét pour le potentiel oncolytique du MV.

b) Essai clinique de phase I : Cancer ovarien chimio-résistant

Plus récemment, Evanthia Galanis et ses collegues (Mayo Clinic, Rochester, MN,

USA) ont utilisé la souche Edmonston recombinante pour le CEA soluble (MV-CEA) et
pour le symporteur lode/sodium (MV-NIS). Le MV-CEA permet le suivi de la réplication
virale par dosage sérique du CEA [199], alors que le MV-NIS permet de suivre la réplication
du virus par imagerie SPECT-CT suivant I’injection d’*?*| [234]. Une étude de phase |
incluant 21 patientes, sélectionnées pour étre immunisées contre le virus de la rougeole,
présentant un cancer de I’ovaire en progression et en échec thérapeutique aprés

chimiothérapie par 1’association de paclitaxel et de sels de platine, a été menée.

Pour le MV-CEA, des doses croissantes de virus, allant de 10° TCIDs, (0,1 fois la
dose vaccinale de I’enfant) & 10° TCIDs, (100 000 fois la dose vaccinale de 1’enfant) ont été
injectées dans la cavité péritonéale des patientes. Le traitement est répété tous les mois et les
patientes ont regu jusqu'a 6 cycles de traitement. Une élévation de la concentration de CEA a
été mesurée dans le sang chez les trois patientes traitées avec les plus fortes doses. Aucune
toxicité limitante n’a été observée. Le MV-CEA a permis une stabilisation de la maladie,

avec une réponse clinique objective, pour 14 des 21 patientes incluses dans l'essai. Un
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doublement de la médiane de survie (12,15 mois) par rapport & la moyenne de survie
attendue dans cette population de patientes (6 mois), et une stabilisation de la maladie d’une
durée moyenne de 92,5 jours, ont été enregistrés. La réponse clinique dépend de la dose
injectée : la médiane de survie est de 10,6 mois pour les faibles doses (10%-10° TCIDsg) et
passe a 38,4 mois pour les fortes doses (10%-10° TCIDs). Les effets secondaires enregistrés
ont été de faible grade, incluant la fievre, la fatigue et des douleurs abdominales. Dans cette
étude, plusieurs observations intéressantes sont a noter: (i) les titres d'anticorps anti-MV
dans le sang et dans le liquide péritonéal sont restés a un niveau constant suite a 1’injection
répétée du virus ; (ii) Aucune preuve d’immunosuppression induite par le traitement par le
MV-CEA n’a été observée ; (iii) Il n'y a eu aucune preuve d'excrétion du virus dans la

bouche ou les urines des patientes[199].

Pour le MV-NIS, le virus a été injecté a 16 patientes atteintes de cancer ovarien et
ayant échoué a quatre lignes de chimiothérapies[234]. Seules les fortes doses ont été testées
suite aux résultats obtenus avec le MV-CEA et aucune toxicité limitante n’a été observée
avec la dose maximale de 10° TCIDso.L’injection par voie intrapéritonéale du MV-NIS a
permis la stabilisation de la maladie chez 13 patientes sur les 16 traitées, avec une médiane
de survie de 26,5 mois. Dans cette étude, il a été montré que le traitement avec ce virus
active une réponse immunitaire anti-tumorale caractérisée par la présence de lymphocytes T

spécifiques d’antigénes de tumeur IGFBP2 et FRa dans le sang.

Ces données cliniques soulignent la bonne tolérance du traitement et encouragent la
poursuite des recherches sur 1’utilisation du virus de la rougeole. Un essai de phase Il
randomisé est en cours de recrutement [237],dans le but de comparer I’administration intra-

péritonéale du MV-NIS a un traitement chimiothérapeutique.

C) Essai clinique de phase | : Myélome
Un essai clinique de phase I a été réalisé par 1’équipe de Stephen Russell a la Mayo
Clinic (Rochester, MN, USA) pour évaluer I’efficacit¢é du MV-NIS chez des patientes
atteintes de myélome multiple disséminé. Ce cancer affecte les cellules plasmatiques de la
moelle osseuse et est réfractaire aux traitements conventionnels. Chaque patiente a regu une
injection intraveineuse unique d’une forte dose de MV-NIS, 10 TCIDs,. L’infection
specifique des plasmocytomes disséminés a éete suivie grace au MV-NIS. Des résultats

préliminaires concernant deux patientes traitées ont été publiés en 2014 [235].L’injection
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intraveineuse unique du MV-NIS a entrainé une rémission compléte 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 plus tard. Cette patiente était
toujours en vie 24 mois apres le traitement. Les résultats sont cependant moins favorables
pour une deuxieme patiente ayant bénéficié du méme traitement, malgre une rémission de la
maladie 6 semaines aprés 1’injection du MV-NIS. Des plasmocytomes en progression ont été
détectés et la progression du cancer a été observée. Il faut noter que dans cette étude, les
deux patientes étaient non immunisées contre le virus de la rougeole. Cette étude est la
premiere & rapporter un cas de rémission compléte apres traitement avec le MV-NIS. Un
essai clinique de phase Il est en cours de recrutement par la méme équipe[238]pour évaluer
le MV-NIS avant ou sans cyclophosphamide, un agent immunosuppresseur déja utilisé dans

le traitement du myélome multiple réfractaire.

d) Essais cliniques en cours
Trois essais cliniques de phase | sont en cours & la Mayo Clinic, visant a évaluer
I’efficacité de la virothérapie anti-tumorale utilisant le virus de la rougeole. Ces essais
recrutent des patients atteints de carcinomes squameux récurrents ou metastatiques de la téte
et du cou[239], de mésothéliome pleural malin[240] et de glioblastome multiforme récurrent
[241].

5. Considérations cliniques pour I’utilisation du virus de la rougeole
Le systéme immunitaire peut participer a 1’effet anti-tumoral du MV en permettant la
présentation d’antigénes et I’activation des cellules effectrices spécifiques des cellules
tumorales. 1l peut cependant aussi avoir une action antivirale et limiter 1’impact du
traitement. Ainsi, I’immunisation contre le MV aprés une infection par le virus sauvage,
aprés vaccination, ou par des injections répétées du virus dans un protocole thérapeutique

pourrait étre un inconvénient pour 1’utilisation du MV en tant qu’agent oncolytique.

Du point de vue de la sécurité, la présence d’anticorps anti-MV pourrait étre un
avantage. Du point de vue de I’efficacité oncolytique, les anticorps neutralisants pourraient
par contre étre un facteur limitant[242], [243]. En effet, I'administration systémique du virus
de la rougeole via le systéeme vasculaire lui donne théoriquement acces a toutes les regions

perfusées des tumeurs primaires et metastatiques, ce qui en fait la voie dadministration
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préférentielle pour le traitement de maladies métastatiques. Cependant, la voie systémique
rend également I’utilisation du virus de la rougeole compliquée par les anticorps anti-MV
neutralisants préexistants, car la majorité des patients pourraient avoir été exposés ou
vaccines contre la rougeole, ce qui pourrait entrainer une elimination rapide du virus. Il a
notamment été décrit que les titres de ces anticorps augmentaient progressivement a chaque
nouvelle exposition au virus, ce qui pourrait diminuer considérablement son potentiel
thérapeutique [244].

a) L'immunité humorale

Dans les modeles précliniques, des souris SCID portant des xénogreffes de myélome
multiple traitées avec MV-NIS ont montré un taux de survie inférieur apres immunisation
passive avec un anticorps anti-MV par rapport aux animaux non immunisés (50 jours contre
72 jours; p <0,0001) [216]. Chez des souris athymiques portant des xénogreffes de tumeur
ovarienne, une augmentation significative de la survie a été observée suite a I’injection du
MV-NIS dans des souris non immunisées contre la rougeole par rapport a des souris
immunisées (P <0,0001) [245]. Cependant, dans 1’essai clinique effectué par 1’équipe
d’Evanthia Galanis, chez des patientes atteintes de cancer ovarien, une réponse clinique

objective a été observé et ce dans le contexte d’une immunité antivirale préexistante [234].

b) Le systéme réticulo-endothélial

Le systeme réticulo-endothélial peut limiter I'efficacité des virus oncolytiques
administrés par voie systémique en réduisant la demi-vie circulatoire (t / 2) et la
biodisponibilité du virus. Une publication récente montre que le virus MV injecté par voie
intraveineuse est séquestré par le systeme phagocytaire mononucléaire (MPS) du foie et de
la rate a la fois chez des souris immunocompétentes transgéniques exprimant le récepteur
CD46 et des souris immunodéficientes n’exprimant pas le CD46. L’¢élimination du virus de
la circulation sanguine est rapide, avec une demi-vie de seulement une minute [246]. Malgré
cela, les obstacles posés par le systeme réticulo-endothélial sont surmontés lorsque le virus

est administré a forte dose [247].

C) Surmonter immunité antivirale contre le MV

. Immunosuppression
Cette stratégie consiste a associer le traitement viral a un traitement

immunosuppresseur qui permet d’inhiber transitoirement le systéme immunitaire permettant
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au virus d’atteindre la tumeur sans étre neutralisé. Le systeme immunitaire peut ensuite étre
restimulé pour participer a I’effet thérapeutique. Ceci maximiserait a la fois la propagation
virale et ’immunité anti-tumorale[248]. Dans un modé¢le murin d’adénocarcinome colique,
I’association de cyclophosphamide et du virus de la rougeole armé d’un geéne suicide a
permis de retarder 1’apparition d’anticorps neutralisants anti-MV et d’augmenter la réponse
anti-tumorale jusqu’a 1’obtention de 90 % de réponse compléte[223]. Cette stratégie
combinant le virus de la rougeole et la cyclophosphamide a aussi été évaluée dans une étude

préclinique sur le myélome[178].

il Utilisation des transporteurs cellulaires
Des stratégies ont également été développées afin de protéger les virus oncolytiques
des anticorps neutralisants en utilisant des transporteurs cellulaires tels que des cellules
souches mésenchymateuses. Le but de cette stratégie est de délivrer le virus jusqu’a la
tumeur afin d’éviter sa neutralisation par le systtme immunitaire. Cette approche est
développée pour plusieurs virus oncolytiques tels que le virus de la vaccine, les adénovirus,
le VSV et le virus de la rougeole[245], [249]. Les transporteurs sont ainsi infectés ex vivo,

puis transférés a 1’hote pour atteindre les sites tumoraux.

Des monocytes infectés par le virus de la rougeole peuvent délivrer le virus dans les
cellules tumorales par hétérofusion. Dans un modele murin de carcinome hépatocellulaire
disséminé, des animaux ont été immunisés passivement par injection d’anticorps
neutralisants anti-MV avant traitement. Dans ce modeéle, des injections intrapéritonéales du
MYV n’avaient pas d’effet sur la régression tumorale ou la survie des animaux. En revanche,
quand le virus a été préalablement introduit dans des monocytes (U-9370), il a été démontré
une meilleure efficacité d’infection, méme en présence d’anticorps neutralisants [250]. Un
autre modeéle de tumeur ovarienne a été établi chez des souris athymiques mais passivement
immunisées contre le virus de la rougeole. Contrairement au traitement par le virus MV seul
ou avec des cellules souches mésenchymateuses seules, 1’injection de cellules souches
mésenchymateuses infectées par le virus a augmenté la survie des souris et a permis de

protéger ’activité oncolytique du virus MV de la neutralisation par les anticorps anti-MV
[245].
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Conclusion

La virothérapie antitumorale apparait comme une nouvelle modalité thérapeutique
pertinente pour les patients atteints de cancer. En effet, les autorisations de la FDA et de
I’Union Européenne concernant 1’utilisation du T-Vec, mais aussi 1’évaluation de plusieurs
virus oncolytiques dans des phases avancées d’essais cliniques, prouvent que cette nouvelle
stratégie est tres prometteuse et pourrait avoir un impact significatif sur la survie et la qualité

de vie des patients atteints de cancers.

L’arsenal des virus oncolytiques disponibles n’a cess¢ d’augmenter ces derniéres
années. Le virus atténué de la rougeole est un candidat intéressant pour une utilisation
thérapeutique. En effet, ’excellent profil de sécurité des souches vaccinales du MV rend

favorable son transfert vers la clinique par rapport a d’autres virus oncolytiques.

Contrairement au génome des virus a ADN tel que les adénovirus (Adv) et I'herpés
simplex virus (HSV), le virus MV avec son génome a ARN se réplique dans le cytoplasme
des cellules infectées. De plus, ce virus peut contenir des transgéenes de grande taille tout en
gardant sa stabilité in vitro et in vivo, offrant ainsi de larges possibilités de modifications
[207]. C’est ainsi que de nombreux MV recombinants ont pu étre créés, permettant

I’amélioration de I’efficacité lytique et le suivi de la réplication.

Les souches vaccinales du MV présentent 1’avantage de cibler spécifiquement et de
lyser efficacement 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 antivirale IFN de type I. Les tissus sains sont, de ce
fait, épargnés de ’effet cytotoxique du MV. Au contraire, les adénovirus, les herpesvirus ou
le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) ont été génétiqguement modifiés avec des mutations
ou des délétions dans les génes nécessaires a la réplication. De plus, la capacité du MV a
propager I’infection par fusion cellulaire, entrainant la formation d'agrégats multicellulaires
appelés syncytia, fournit un mécanisme supplémentaire d’oncolyse que de nombreux autres

virus oncolytiques ne possedent pas.

Il a aussi été démontré que plusieurs virus oncolytiques, parmi lesquels le MV, ont la
capacité d’activer le systéme 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’ensemble de ces caractéristiques fait des souches vaccinales du MV des virus
oncolytiques prometteurs quoi nt été testés au cours de premiéres phases d’essais cliniques
contre différents cancers. Les résultats récents obtenus avec ce virus sont extrémement
encourageants du point de vue thérapeutique méme pour des cancers multi-résistants
disséminés [235].
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PARTIE IV. La réponse interféron de type |

La réponse immunitaire de 1’organisme face aux pathogénes, et notamment face aux
infections virales, combine des réponses innées et adaptatives. L’immunité innée est la
premiere ligne de protection contre les agents pathogenes, tandis que I’immunité adaptative

permet la mise en place d’'une mémoire immunitaire a long terme.

Parmi les mécanismes de I’'immunité innée, la réponse interféron (IFN) de type |
impliquant les IFN-o et —B est une réponse essentielle pour lutter contre les infections, en
particulier les infections virales. Les IFNs font partie de la famille des cytokines et ont été
décrits en 1957 par Isaacs et Lindenmann pour leurs propriétés antivirales [251]. lls ont mis
en évidence que des cellules de poulet infectées par le virus de la grippe sécrétaient un
facteur capable de protéger d’autres cellules vis-a-vis d’une infection par ce méme virus ou
par un autre virus. Cette substance qui permet d’induire un état antiviral dans les cellules et

d’interférer avec la réplication virale a ainsi été appelée interféron.

Lors d’une infection virale par le virus de la rougeole, I’hote déclenche une réponse
immunitaire rapide dont les interférons de type | est la cytokine centrale. Différents travaux
ont montré le role important de ’immunité innée, en particulier celui des interférons, dans la
résistance de I’hote a I’infection par MV et la limitation de la multiplication virale. Ainsi,
des souris transgéniques CD46+ et dépourvues du récepteur aux interférons IFNAR, ne
pouvant donc pas répondre a I’interféron endogéne, deviennent plus sensibles a I’infection et

développent une pathologie plus sévere [252].

La réponse IFN de type | se déroule en deux grandes parties. L’initiation de la
réponse s’effectue par la détection d’un signal de danger qui va mettre en place la production
d’TFN de type 1. Ensuite, les IFN sécrétés se lient au récepteur IFNAR de maniere autocrine
ou paracrine, permettant 1’établissement d’un état antiviral par 1’expression de genes I1SG

(Interferon-sensitive genes).

l. La détection des virus a ARN par la cellule hote

La reconnaissance virale débute grace a la détection des motifs viraux appelés

PAMPs (pour pathogen associated molecular pattern). Il existe quatre classes de PAMP pour
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les virus : I’ARN double brin (ARNdb), ’ARN simple brin (ARNsb), les motifs CpG de
I'ADN et les protéines virales. Un virus peut toutefois aussi étre détecté lors de son entrée
dans la cellule ou lors des étapes plus tardives du cycle viral. Cette détection virale se fait
grace a une classe de protéines cellulaires appelée PRR (Pattern Recognition Receptors).
Certains PRR sont localisés au niveau de la membrane plasmique de la cellule et détectent
des pathogénes extracellulaires alors que d’autres se situent au niveau de la membrane des
endosomes ou dans le cytoplasme et détectent des pathogenes intracellulaires. Les différents
PRR se distinguent par les PAMP qu’ils reconnaissent et par le compartiment cellulaire dans

lequel ils se trouvent.

Parmi les molécules les mieux caractérisées dans la détection de MV[253], on trouve
les TLR (Toll-like receptors) et les hélicases RIG-1 (Retinoic acid Inducible Gene I) et
MDADS regroupées sous le terme RIG-I-like receptors(RLR).

1. Senseurs des signaux de danger extérieurs : les TLRs

Les récepteurs TLR sont localisés au niveau de la membrane cellulaire ou dans les
compartiments endosomaux, et leur expression est plutdt restreinte aux cellules
immunitaires. Sur les 10 membres de la famille, TLR-2, 3, 4, 7 et 8 sont connus pour étre
impliqués dans la détection des virus 8 ARN.TLR-2, qui est notamment exprimé a la surface
des macrophages et des DC et qui reconnait les glycoprotéines virales, est notamment
impliqué dans la reconnaissance de la glycoprotéine MV-H. La signalisation en aval de ce
récepteur par I’intermédiaire de MyD88 conduit a la production de cytokines pro-
inflammatoires et d’IFN de type 1[254]-[256].

TLR-7 et -8,