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INTRODUCTION



I. La virothérapie anti-tumorale

Le développement de stratégie thérapeutique utilisant les propriétés anti-tumorales de
certains virus s'est intensifié depuis une dizaine d'années. Dé¢s les années 50, Moore rapportait
déja les propriétés oncolytiques de certains virus (Moore, 1952). Dans les années 70, des ré-
missions spontanées de cancers hématologiques, incluant des lymphomes de Hodgkin et de
Burkitt, ont été rapportées suite a des infections par la souche sauvage du virus de la rougeole
(WtMV) (Bluming and Ziegler, 1971; Ziegler, 1976). En effet, le wtMV posseéde un tropisme
naturel pour les cellules immunitaires saines et celles néoplasiques responsables de ces can-
cers. A partir du rapport de ces observations s'est développée la possibilité d'utiliser des
souches virales existantes ou de développer des virus pour infecter de manicre spécifique les
cellules tumorales. Aujourd'hui, plusieurs virus sont évalués comme agents anti-tumoraux
notamment les Adénovirus, le virus de la stomatite vésiculaire (Vesicular stomatitis virus -
VSV), le virus Herpes Simplex (HSV), le virus de la vaccine (Vaccinia virus) et le virus de la
rougeole (Mealses Virus - MV) (Boisgerault et al., 2013; Msaouel et al., 2013; Russell et al.,
2012).

L'utilisation de virus comme agent cytotoxique pour infecter et tuer les cellules tumo-
rales repose sur l'observation que certains virus ont la capacité d'infecter de manicre trés pré-
férentielle les cellules tumorales et d'épargner les cellules saines (Russell et al., 2012). Ces
virus sont nommés virus oncolytiques, et leur tropisme particulier est la résultante de deux
facteurs principaux. Le premier est la surexpression ou l'expression restreinte au tissu tumoral
du récepteur d'entrée du virus. Le second facteur est la biologie de la tumeur. En effet, les
cellules tumorales développent des résistances a l'apoptose, aux mécanismes qui régulent la
transcription des genes et la production des protéines, qui sont des mécanismes importants
dans le contrdle des infections virales. Il a notamment été mis en évidence que les voies de
signalisation de l'interféron (IFN) de type I sont fréquemment abolies dans les cellules tumo-
rales (Chiocca, 2002). Or la voie de 1'I[FN de type I est un mécanisme clé de I'immunité innée
dans le contrdle de la réplication virale. L'ensemble de ces déreglements est favorable a la
progression tumorale, mais favorise également la réplication virale. Ainsi, la tumeur pourrait
constituer un lieu préférentiel de réplication virale (Msaouel et al., 2013). D¢s lors, l'utilisa-
tion de virus ayant des propriétés anti-tumorales peut €tre envisagée comme une alternative
pour le traitement de tumeurs réfractaires aux traitements conventionnels.

En plus de leur activité cytotoxique directe sur les cellules tumorales, les virus oncoly-

tiques participeraient au rejet de la tumeur en permettant de surpasser 1'immunosuppression
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organisée par le microenvironnement tumoral. Par sa nature propre, le virus oncolytique cons-
titue un signal de danger capable de recruter des cellules de I'immunité et notamment les cel-
lules dendritiques (DC) considérées comme les meilleures cellules présentatrices d'antigénes
(CPA). Les DC sont a l'interface entre I'immunité innée et 1''mmunité adaptative, et sont les
seules CPA capables d'activer, de novo, une réponse immunitaire contre un antigéne spéci-
fique, notamment contre les antigénes de tumeurs, lorsqu'elles sont correctement activées
(Banchereau and Steinman, 1998).

Les virus oncolytiques partagent entre eux certaines propriétés qui conditionnent leur
efficacité et leur sécurité d'utilisation. Pour étre qualifi¢ d'oncolytique, un virus doit infecter
trés préférentiellement ou exclusivement les cellules tumorales. L'infection doit induire la
mort cellulaire, et cette mort cellulaire doit étre compatible avec I'établissement d'une réponse
immunitaire anti-tumorale (Fielding, 2005). Enfin, les virus oncolytiques doivent avoir dé-
montré leur innocuité pour les tissus sains et pouvoir étre injectés a un titre élevé. Ainsi, plu-
sieurs virus sont étudiés pour leur propriétés oncolytiques et sont maintenant a I'essai en cli-
nique.

Parmi les virus oncolytiques, les souches vaccinales du MV montrent un fort potentiel
en tant qu'agents anti-tumoraux. Il a ét¢ démontré que les souches atténuées de ce virus pos-
sédent des propriétés oncolytiques contre de nombreux types de tumeurs, in vitro et in vivo,
dans des modé¢les de xénogreffes de tumeurs humaines sur des souris immunodéficientes
(Msaouel et al., 2013; Russell et al., 2012). De maniere complémentaire, la capacité du MV a
activer une réponse immunitaire forte pourrait jouer un role déterminant dans I'efficacité de la
virothérapie anti-tumorale basée sur le MV (Gauvrit et al., 2008; Guillerme et al., 2013Db).
Ainsi, la virothérapie anti-tumorale basée sur le MV est actuellement évaluée dans plusieurs
essais cliniques (Russell et al., 2012).

Mon travail de these a consisté a étudier les propriétés lytiques et immuno-adjuvantes
de la souche Schwarz du virus de la rougeole. Les travaux précédents de 1'équipe ont démon-
tré les propriétés oncolytiques de la souche Schwarz du virus de la rougeole contre des lignées
de cellules tumorales dérivées de Mésothéliome Pleural Malin, une tumeur de la plévre qui se
développe suite a une exposition aux fibres d'amiante. Dans cette étude nous avons évalué les
propriétés oncolytiques du MV sur des lignées de mélanome, d'adénocarcinome pulmonaire et

colorectal.



A. Le virus de la rougeole
1.  Structure

Le virus de la rougeole appartient au genre Morbillivirus et a la famille des Paramyxo-
viridae (Moss and Griffin, 2006). Les particules virales du MV sont pléomorphes avec une
taille variant de 120 a 250 nm (Schneider-Schaulies and Meulen, 1999). Ces particules sont
composées d'un complexe ribonucléoprotéique (RNP), constitué de I'ARN génomique viral
monocaténaire qui code pour 8 protéines, associé a des protéines et entouré par une enveloppe
lipidique (Figure 1). Cette enveloppe virale est formée de phospholipides issus de la mem-
brane de la cellule infectée a partir de laquelle le virion a bourgeonné. Elle est également as-
sociée aux protéines de la Matrice (M), aux protéines de surface de Fusion (F) et a I'Hémag-
glutinine (H) qui reconnait les molécules CD46, CD150 et Nectin-4 (Moss and Griffin, 2006;
Noyce et al., 2011). Le génome viral est constitu¢ d'un brin d'Acide RiboNucléique (ARN)
monocaténaire a polarité négative de 16000 nucléotides, encapsidé par la Nucléocapside (N),
et associé au complexe polymérase viral constitué des phosphoprotéines (P) et de la protéine

Large (L).

(a)

Figure 1: Représentations schématiques de la structure et des protéines virales du virus
de la rougeole. a) Structure et organisation du virion. b) Organisation du génome viral.
D'apres (Delpeut et al., 2012)



La protéine L est une ARN polymérase RNP-spécifique (Ribo-Nucléo-protéique) mul-
tifonctionnelle, qui assure la synthése des intermédiaires réplicatifs, des nouveaux ARN gé-
nomiques et des ARN messagers (ARNm) qui sont coiffés et polyadénylés également par
cette enzyme. La phosphoprotéine (P) agit comme un cofacteur qui contrdle 'activité¢ de la
protéine L pendant la transcription et la réplication (Schneider-Schaulies and Meulen, 1999).
L'ARN viral code également pour deux protéines non-structurales (V et C), impliquées dans
la neutralisation de la voie Interféron de type I (IFN-I) de la cellule infectée et qui résultent
d'un transcrit alternatif de I'ARN codant pour la Phosphoprotéine (P). L'Organisation Mon-
diale de la Santé (OMS) répertorie 24 souches distinctes de virus de la rougeole réparties en 8

clades (Rec, 2001).

1.  Cycle de réplication

La réplication du virus de la rougeole est confinée au cytoplasme et débute par 1'ad-
sorption du MV sur les molécules de surface (CD150, CD46 ou Nectin-4) de la cellule hote
par l'intermédiaire de 'Hémagglutinine. L'interaction de ces deux protéines induit une modifi-
cation de la conformation de la protéine F qui régule ensuite la fusion entre la particule virale
et la cellule infectée. 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 (Biesecker et al.,
2010). Ce complexe RNP sert de patron pour la réplication du génome du MV et la transcrip-
tion des ARNm. La réplication du génome nécessite la syntheése d'un anti-génome complet a
polarité positive qui sert ensuite a la synthése de ' ARN génomique viral. Une fois le génome
répliqué et les protéines virales synthétisées et assemblées, les virions bourgeonnent a la
membrane plasmique pour conclure le cycle.

La réplication du virus de la rougeole est accompagnée de la formation de cellules
géantes multinucléées (syncytia) non viables (Figure 2). La formation de ces syncitia résulte
de l'interaction des protéines virales H et F exprimées a la membrane de la cellule infectée
avec les molécules CD46, CD150 ou Nectin-4 exprimées par les cellules voisines non-
infectées. Ce phénomene participe a la propagation du virus et contribue largement aux pro-
priétés oncolytiques du virus de la rougeole en permettant I'élimination des cellules voisines
non-infectées (Bankamp et al., 2011). Ces syncytia peuvent recruter et détruire plusieurs di-

zaines de cellules pour une seule cellule infectée initialement. Il a d'ailleurs ét¢ démontré dans



des modeles animaux utilisant les virus HSV et VSV, qui ne présentent pas de propriétés fu-
sogéniques naturelles mais modifiés pour exprimer la protéine (F), que la formation de syncy-

tia augmente l'activité oncolytique de ces virus in vivo (Ebert et al., 2004; Fu et al., 2003).

Figure 2 : Formation de syncitia aprés infection d'une lignée tumorale de mésothéliome
pleural malin (Meso13) par la souche Schwarz du virus de la rougeole recombinant pour
la enhanced Green Fluorescent Protein (MV-eGFP). MOI=1.

11i.  Pathologie

La rougeole est une maladie hautement contagieuse et 1'une des causes principales de
décés chez les enfants dans le monde (Moss and Griffin, 2006). Une personne contaminée
peut en infecter entre 15 et 20 autres (R0=15-20), ce qui signifie que stopper une infection
endémique dans une population donnée requiert que plus de 95% de la population soit immu-
nisée (Griffin et al., 2008). Les personnes qui recouvrent la santé apres une infection par le
virus de la rougeole sont immunisées a vie. La majorité des déces causés par la rougeole est
due a l'immunosuppression induite par l'infection qui entraine le développement d'infections
opportunistes.

La transmission du virus de la rougeole se fait par des gouttelettes de toux provenant
du tractus respiratoire d'un individu contaminé, qui transportent le virus jusqu'a un individu
susceptible de développer la maladie. Longtemps, les cellules €pithéliales du tractus respira-
toire ont été considérées comme les premieres cellules infectées par le virus de la rougeole
(Moss and Griffin, 2006). Cependant, elles n'expriment aucun récepteur connu pour la souche
sauvage de la rougeole (CD150 ou Nectin-4) a leur pole apical. De plus, des modeles expéri-
mentaux développés chez le macaque ont mis en évidence qu'une souche modifiée du virus de
la rougeole incapable d'infecter par Nectin-4 conduit a une infection systémique, alors que la
souche modifiée qui n'infecte plus par CD150/SLAM est séverement atténuée (de Vries et al.,
2012). Ces résultats suggerent que l'infection primaire, qui se déroule dans le tractus respira-
toire, est dépendante de CD150 et excluent les cellules épithéliales comme cibles du virus

sauvage de la rougeole pour l'infection initiale (de Vries et al., 2012). Ce sont les macro-



phages, les cellules dendritiques (DC) et les cellules de Langerhans (LC) résidant dans le trac-
tus respiratoire qui sont infectées (Figure 3). A 1'état immature, ces cellules n'expriment ni la
Nectin-4, ni le CD150/SLAM. Le MV s'adsorbe dans un premier temps a la molécule DC-
SIGN, une lectine de type-C exprimée par les cellules cibles. L'attachement de la protéine H
du MV induit une expression membranaire locale de la molécule CD150, ce qui permet au
virus d'entrer dans la cellule (Delpeut et al., 2012). Les DC infectées migrent vers les organes
lymphoides secondaires pour transmettre le virus aux lymphocytes T (LT) et B (LB) pour
initier I'infection et conduit a une premicre virémie. Le virus se propage ensuite au thymus et
aux organes lymphoides secondaires comme la rate et les amygdales, provoquant une virémie
secondaire responsable d'une immunosuppression aigué. La période d'incubation dure 10 a 14
jours, puis les premiers symptomes apparaissent sous la forme de fiévre, de toux, de rhinite
conjonctivite et d'une éruption cutanée. L'infection se propage rapidement dans différents or-
ganes comme la peau, les reins, le foie, et les tractus digestif et respiratoire,ce qui conduit a la
libération de particules infectieuses responsables de la dissémination du virus. Dans le tractus
respiratoire, l'infection des cellules épithéliales est due a la migration de DC et de lympho-
cytes infectés qui expriment des particules virales a leur surface (Figure 3). L'infection des
cellules épithéliales dans le tractus respiratoire se fait par le récepteur Nectin-4 exprimé uni-
quement au pdle basolatéral de ces cellules (Delpeut et al., 2012).

Le MV présente €¢galement un tropisme cérébral, qui peut conduire au développement
d'encéphalomyélites. Plusieurs hypotheses existent pour expliquer sa propagation dans ce
tissu. Le virus pourrait infecter les cellules endothéliales des vaisseaux irrigant la barriére
hémato-encéphalique lors de la virémie secondaire, ou infecter directement les neurones au
niveau de la jonction synaptique. Dans ce dernier cas, le récepteur a la substance P (Neuroki-

nine-1) pourrait étre le récepteur pour l'infection (Figure 3).



Figure 3 : Voies majeures d'infection et de dissémination du virus sauvage de la rougeole
chez I'homme (Delpeut et al., 2012). A) Les DC résidentes du tractus respiratoire sont la
cible du MV pour l'infection initiale, B) Les DC infectées migrent dans les ganglions lympha-
tiques locaux, infectent les LT résidents pour initier l'infection, C) Les DC et LT infectés cir-
culent dans le sang puis migrent au pole basolatéral des cellules du tractus respiratoire et les
infectent via le récepteur Nectin-4, D) Le MV présente un tropisme pour les cellules neurales
qui pourrait faire intervenir la Neurokinine-1 et/ou la Nectin-4 comme récepteurs pour l'infec-
tion.

Le développement d'une réponse immunitaire est indispensable a la guérison. Pendant
la phase prodromique, une réaction immunitaire innée se développe, faisant intervenir la pro-
duction d'interféron -a et - (Moss and Griffin, 2006). Toutefois, I'élimination du virus néces-
site la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative humorale et cellulaire. Des anti-
corps sont produits contre toutes les protéines virales mais seuls les anticorps contre I'hémag-
glutinine H sont neutralisants. Les anticorps développés contre la protéine F ne sont pas neu-
tralisants mais jouent un role critique en limitant la propagation du virus (Schneider-Schaulies

and Meulen, 1999). Le développement de la réponse immunitaire cellulaire est nécessaire et



suffisant pour surpasser l'infection aigué, comme le démontre la guérison de patients souffrant
d'agammaglobulinémie, alors que les patients souffrant d'anomalies des cellules T dévelop-
pent souvent des complications séveéres. Les patients infectés développent une immunité
CD4+ et CD8+ spécifique de la rougeole, associée a une ¢élévation de la concentration plas-

matique en IL-2 et interféron-y, puis de I'IL-4.

1v.  Vaccination

La premiére souche de MV isolée en 1954 par Enders et Peebles a été obtenue a partir
d'un patient, David Edmonston, et fut répertoriée sous le nom "Souche Edmonston". De nom-
breuses souches vivantes atténuées ont été générées a partir de cette souche sauvage suite a
son passage sur différents types de cultures cellulaires (Bankamp et al., 2011; Enders and
Peebles, 1954) (Figure 4). Par exemple, la Souche Schwarz, qui est utilisée pour la vaccina-
tion en Europe et au Brésil, a été obtenue en 1962 par des passages sur cultures de fibroblastes
d'embryon de poulet de la souche Edmonston-Enders (Schwarz, 1962). L'analyse comparative
des séquences des génomes entre la souche sauvage Edmonston et la souche Schwarz met en
¢vidence une variation de 42 nucléotides (Bankamp et al., 2011). Ces mutations contribuent a

'atténuation de la virulence de la souche Schwarz.

A HK/7
Vero/6 .
Edmonston ———— Edmonston wild-type
HK/24
HA/28
CE (am)/22 HA/12
DK/15 sK(33¢)/17*
Zagreb M Edmonston-Enders SEF339/22° ppc.c
CE (am)/6

CEF/13

CE (am)/6
CEF/3
Edmonston Seed ‘A’ Edmonston Seed ‘B’
CEF/S| CEF (36 C)/8 CEF (36 C)/3
CEF (32C)/85 CEF (32 C)/40
Schwarz Moraten Edmonston B (Rubeovax)
B 1957 Leningrad 1960 Shanghai 1968 Tanabe
MK/3
HK/26 :':\//332 HK/8
HA/35 CEF/S CAM/35
s s
Leningrad-4 Shanghai-191 CAM-70
HK/26
HA/47
CEF/X

Changchun-47

Figure 4 : A) Les différents passages des souches vaccinales dérivées de la souche Ed-
monston. B) Les différents passages des souches vaccinales dérivées des autres souches
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du virus de la rougeole. Les passages sont effectués a 37°C sauf indication. Le nombre de
passages est indiqué apres le type de culture utilisée. CAM, chorioallantoic of chick embryo;
CE (am), intraamniotic cavity of chick embryo; CEF, chick embryo fibroblast; DK, dog kid-
ney; HA, human amnion; HK, human kidney; SK, sheep kidney; WI-38, human diploid cells;
*Plaque purification. (Bankamp et al., 2011)

Malgré une solution vaccinale siire et peu coliteuse, grace a une politique de prix diffé-
renciés (283% aux USA - 10 cents pour 'UNICEF), environ 20 millions de cas de rougeole sont
rapportés chaque année, et plus de 95% des déces associés a une infection par le virus de la
rougeole surviennent dans les pays sous-développés.

(http://www.who.int/immunization/topics/measles/en/index.html).

Des millions de doses de vaccins contre la rougeole ont été injectées aux enfants de
nombreux pays au travers du programme d'immunisation "Extended Program on Immuniza-
tion" (EPI) mené par 1'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS). Ce vaccin induit une im-
munité forte et a long terme contre le virus de la rougeole, puisqu'aprés une ou deux injec-
tions, des anticorps et des lymphocytes T CD8+ (LT CD8+) mémoires spécifiques persistent
encore 25 ans apres la vaccination (Griffin, 2001). Avant ces campagnes de vaccination, le
nombre de cas de rougeole estimé était de 4 a 5 millions par an entre 1953 et 1962 aux Etats-
Unis (Lievano et al., 2012). Entre 2001 et 2008, I'incidence annuelle de la rougeole était de
moins de 1 cas par million aux USA (Parker Fiebelkorn et al., 2010) et de moins de 10 cas par
million en Europe (2009). La rougeole a causé, en 2010, 139 300 déces dans le monde. Cela
représente une diminution de prés de 97% du nombre de déces comparé aux 6 millions de
déces annuels qui survenaient dans le monde avant l'utilisation du vaccin contre la rougeole
(Wolfson et al., 2007).

Entre 1978 et 2010, Merck a distribué 575 millions de doses de vaccins Mumps-
Measles-Rubeola (M-M-R™ II) et recu 17 536 rapports de survenue d'effets secondaires in-
désirables apres immunisation. Seulement 4 822 d'entre eux ont été considérés comme des cas
graves, ce qui donne un risque relatif d'avoir un effet indésirable grave de 8,4 cas par million
de doses distribuées. La réversion vers une forme pathogene d'une souche atténuée du virus
de la rougeole, présente dans la formulation destinée a la vaccination, n'a pas été rapportée

(Hilleman, 2001).



v.  Utilisation du virus de la rougeole comme agent oncolytique
1. Les récepteurs

La souche sauvage du virus de la rougeole utilise pour entrer dans les cellules la molé-
cule CD150/SLAM (Signaling Lymphocyte Acivating Molecule), ce qui lui confére un tro-
pisme naturel pour les cellules de I'immunité telles que les thymocytes, les Lymphocytes B et
T, les monocytes/macrophages activés (Hsu et al., 2001; Tatsuo et al., 2000). Les souches
atténuées, qui présentent des propriétés oncolytiques, utilisent la molécule CD46 comme prin-
cipal récepteur d'entrée dans les cellules (Anderson et al., 2004; Naniche et al., 1993). La mo-
lécule CD46 est exprimée a faible densité de maniére ubiquitaire par toutes les cellules nu-
cléées de l'organisme (Liszewski and Atkinson, 1992). Son role est de bloquer la cascade d'ac-
tivation du complément au niveau de la composante C3. Son expression a faible densité pro-
tége ainsi les tissus sains d'une activation accidentelle du complément. Toutefois, il est main-
tenant bien établi que les cellules tumorales de nombreux types de cancers surexpriment cette
molécule pour échapper a la lyse dépendante du complément (Complement-Dependent Cyto-
toxicity - CDC), qui résulte d'une réponse anticorps contre les cellules tumorales (Fishelson et
al., 2003; Gancz and Fishelson, 2009). Cette résistance a la CDC, dépendante de 1'expression
de la molécule CD46, a également ¢été observée dans le cadre de la thérapie ciblée. En effet,
Lieber et ses collaborateurs ont récemment démontré que la surexpression de la molécule
CDA46 par les Lymphocytes B dans le Lymphome Non Hodgkinien (LNH) inhibe l'action anti-
tumorale des anticorps anti-CD20 (Rituximab), puisque l'effet anti-tumoral de ces anticorps
monoclonaux est dii a I'activation du mécanisme de CDC (D1 Gaetano et al., 2003). La déplé-
tion transitoire des molécules CD46 a la surface des cellules de lymphome restaure 1'effet ly-
tique des anticorps sur ces cellules (Beyer et al., 2013).

L'expression sélective a haute densité de la molécule CD46 par les cellules tumorales
confeére au virus vivant atténué de la rougeole un tropisme naturel pour ces cellules. L'infec-
tion dépendante de la molécule CD46 est régulée par un principe d'effet de seuil : en-dessous
d'une certaine densité, l'infection par le MV n'est pas efficace et la formation de syncytia entre
les cellules infectées et leurs voisines non-infectées, qui est dépendante du niveau d'expres-
sion de CD46, est faible (Anderson et al., 2004). Ainsi, les tissus sains ne sont pas un lieu de
réplication adéquat pour les souches atténuées du virus de la rougeole.

Récemment, la Nectin-4 a été décrite comme récepteur des souches sauvages et vacci-

nales du virus de la rougeole (Muhlebach et al., 2011; Noyce et al., 2011). La Nectin-4 est
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impliquée dans le passage des particules virales des cellules infectées vers le tractus respira-
toire des personnes infectées et joue donc un role important dans la transmission du virus
(Figure 3) (Racaniello, 2011). La Nectin-4 est une protéine des jonctions adhérentes et est
décrite a l'origine comme un récepteur du poliovirus (PolioVirus Receptor-Like protein 4 -
PVRL-4) (Mendelsohn et al., 1989) et des virus de I'herpés HSV-1 et HSV-2 (Lopez et al.,
2000). La Nectin-4 est principalement exprimée dans le placenta, la trachée, et peut étre re-
trouvée a faible densité sur les cellules épithéliales des amygdales, des muqueuses orales et de
certaines cellules neurales du cortex cérébral (Noyce et al., 2011). Elle est également décrite
comme un marqueur fréquemment surexprimé dans les adénocarcinomes ovariens, pulmo-
naires, colorectaux, et mammaires (Derycke et al., 2010; Fabre-Lafay et al., 2005; Sugiyama
et al., 2013; Takano et al., 2009). Récemment, il a été mis en évidence que la Nectin-4 est
responsable de la spécificité de l'infection des cellules tumorales de certains cancers du sein
(Sugiyama et al., 2013).

Cependant, d'autres molécules de surface doivent étre impliquées dans 1'adsorption du
virus atténué de la rougeole, car certaines lignées tumorales qui n'expriment aucun des récep-
teurs décrits ci-dessus sont sensibles a l'infection par le MV (Takeda et al., 2007; Zhang et al.,

2012b).

2. Susceptibilité a l'infection par le MV de nombreux types de can-
cers

De nombreuses études ont montré les propriétés oncolytiques du virus vivant atténué
de la rougeole (souche Schwarz et Edmonston), in vivo et in vitro, sur des souris immuno-
déficientes portant des xénogreffes de cellules tumorales humaines (Tableau 1). Ainsi, 1'effi-
cacité oncolytique du MV a été observée contre le lymphome a cellules T (Grote et al., 2001;
Parrula et al., 2011), le myélome (Peng et al., 2003), le cancer du pancréas (Penheiter et al.,
2010), le glioblastome et le gliome (Allen et al., 2013; Phuong et al., 2003), les carcinomes
ovarien (Galanis et al., 2010), rénal (Meng et al., 2010), colorectal (Boisgerault et al., 2013),
pulmonaire (Boisgerault et al., 2013; Zhao et al., 2013) et mammaire (Sugiyama et al., 2013),
le mélanome (Donnelly et al., 2013; Kaufmann et al., 2013), le mésothéliome (Gauvrit et al.,
2008; Li et al., 2010), le médulloblastome (Hutzen et al., 2012; Studebaker et al., 2012) et
contre I'hépatoblastome (Zhang et al., 2012c). Durant les 10 dernic¢res années, l'effet oncoly-
tique du virus atténué de la rougeole a été évalué et démontré pour au moins dix-neuf formes

de cancers différents (Tableau 1).
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Tableau 1: Récapitulatif de 1'utilisation du MV en virothérapie anti-tumorale. MV-Ed
(souche Edmonston du virus de la rougeole), MV-Sch (souche Schwarz du virus de la rou-
geole, eGFP (virus recombinant pour I' "enhanced Green Fluorescent Protein"), NIS (virus
recombinant pour le symporteur lode/sodium), IFN-f (virus recombinant pour 1'Interféron ),
CEA (virus recombinant pour le Carcino-Embryonary Antigen), aCD20 (hémagglutinine mo-
difiée pour exprimer le domaine variable de l'anticorps anti-CD20), CD (cytosine désami-
nase), MMP (Matrix MetalloProteinsases), PSMA (Prostate-specific membrane antigen), mir7
(ARN micro 7), uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor), EGFR (epidermal
growth factor receptor), SLAM (signaling lymphocyte activation molecule), PNP (purine nu-
cleoside phosphorylase), NAP (neutrophil-activating protein). D'apres (Msaouel et al.,

2013).
Pathologie Souches / Modifications Modgéles Références
Mésotheliome MV-Sch Lignées tumorales Hu- (Gauvrit et al., 2008; Li et al., 2010)
MV-Sch-eGFP maines et Xénogreffes sur
MV-Ed-eGFP-NIS souris immunodéficientes
MV-Ed-IFNfB
MV-Ed-IFNB-NIS
Carcinome mammaire MV-Ed Lignées tumorales Humaines (lankov et al., 2012; Iankov et al.,
MV-Ed-eGFP et Xénogreffes sur souris 2010; Jing et al., 2009; Liu et al.,
MV-Ed-CEA immunodéficientes et modéle 2008a; McDonald et al.,, 2006;

Carcinome Colorectal

Adénocarcinome
naire

pulmo-

Carcinome Héptocellulaire

Myélome Multiple

Cancer de la prostate

Carcinome Ovarien

MV-Ed-eGFP-h-uPA
MV-Ed-eGFP-m-uPA
MV-Ed-NAP
MV-Ed-SLAM'ind

MV-Ed-aCEA
MV-PNP-aCEA

MV-Sch
MV-Sch-eGFP

MV-Ed-eGFP

MV-Ed-CEA

MV-Ed-NIS
MV-Ed-eGFP-MMPactivable

MV-Ed
MV-Ed-eGFP-aCD38
MV-Ed-aCD138
MV-Ed-NIS
MV-Ed-eGFP-Wue

MV-Ed-eGFP
MV-Ed-CEA
MV-Ed-NIS
MV-Ed-aPSMA

MV-Ed
MV-Ed-eGFP
MV-Ed-CEA

de carcinome mammaire

murin

Lignées tumorales Humaines
et Xénogreffes sur souris
immunodéficientes

Lignées tumorales Humaines
et Xénogreffes sur souris
immunodéficientes

Cellules tumorales primaires,
lignées de cellules tumorales,
Xénogreffes et infection sur
coupe de tissus tumoraux

Cellules primaires de myé-
lome multiple, lignées de
cellules tumorales et xéno-
greffes de cellules tumorales
sur souris immunodéficientes.
Essai Clinique en cours.

Lignées tumorales Humaines
et Xénogreffes sur souris
immunodéficientes

Cellules primaires de cancers
ovariens, lignées de cellules
tumorales et xénogreffes.

Sugiyama et al., 2013)

(Hammond et al., 2001; Ungerechts
et al., 2007)

(Boisgerault et al., 2013; Zhao et
al., 2013)

(Blechacz et al., 2006; Iankov et al.,
2007; Muhlebach et al., 2010)

(Dingli et al., 2004; Hummel et al.,
2009; Liu et al., 2010; Liu et al.,
2012; Myers et al., 2007; Ong et al.,
2006; Peng et al., 2001)
(NCT00450814:vaccine therapy with
or without cyclophosphamide in
treating patients with recurrent or
refractory multiple myeloma. Dispo-
nible depuis :
http//www.clinicaltrials.goc/ct2/show
/NCT00450814)

(Liu et al., 2009; Msaouel et al.,
2009a; Msaouel et al., 2009b)

(Friedrich et al., 2013; Galanis et
al., 2010; Hasegawa et al., 2006a;
Hasegawa et al., 2006b; Liu et al.,
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MV-Ed-NIS Essai clinique de phase I 2008a; Mader et al., 2009; Peng et
MV-Ed-eGFP-aHer2/neu-EpCam  complété. al., 2002; Zhou et al., 2012

Lymphomes/Leucémies MV-Ed Lignées tumorales Humaines et (Bucheit et al., 2003; Grote et al.,
MV-Ed-aCD20 Xénogreffes sur souris immu- 2001; Heinzerling et al., 2005;
MV-Ed-GM-CSF nodéficientes. Essai clinique de Ungerechts et al., 2010; Yaiw et al.,
MV-Ed-PNP-aCD20 phase I complété. 2011)
MV-Ed-eGFP

Cancer pancréatique MV-Ed Lignées tumorales Humaines (Penheiter et al., 2012; Penheiter et
MV-Ed-eGFP et Xénogreffes sur souris al., 2010)
MV-Ed-NIS immunodéficientes.

MV-Ed-eGFP-NIS

Médulloblastome MV-Ed-eGFP Lignées tumorales Humaines (Studebaker et al., 2012)
et Xénogreffes sur souris
immunodéficientes.

Cancer squameux de la téte MV-Ed-NIS Lignées tumorales Humaines (Li et al., 2012)
et du cou MV-Ed-eGFP et Xénogreffes sur souris
MV-Ed-eGFP-antiEGFR immunodéficientes.

MV-Ed-CD-antiEGFR

Rhabdomyo-sarcome MV-Ed-CEA Lignées tumorales Humaines  (Liu et al., 2008a)
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vi.  Modification du virus de la rougeole

Bien que le virus atténué de la rougeole présente un tropisme naturel pour les cellules
tumorales qui surexpriment la molécule CD46, il est possible de modifier certaines de ses
caractéristiques pour en optimiser les performances oncolytiques, en sécuriser 1'utilisation ou

en augmenter les propriétés immunostimulatrices (Tableau 1).

1. Optimiser ses propriétés lytiques

L'effet cytopathique du virus de la rougeole se traduit par la formation de cellules
géantes multinucléées (ou syncytia) et conduit au déclenchement des mécanismes de 1'apop-
tose (Esolen et al., 1995). Des modifications peuvent étre apportées pour augmenter les pro-
priétés oncolytiques du virus de la rougeole.

Ainsi, le groupe de S.J. Russell a développé un MV recombinant pour le symporter
Iode/Sodium (MV-NIS) (Dingli et al., 2004). Ce virus permet de combiner l'effet cytopa-
thique du MV avec les propriétés ionisantes de 1'lode 131 ("*'I). Cette stratégie combinée porte
le nom de radiovirothérapie (Penheiter et al., 2010). Les cellules tumorales infectées expri-
ment le symporter NIS et concentrent I'°'I, un émetteur de particules B. Les particules [
émises par la dégradation de 1'°'T pénétrent les tissus environnants jusqu'a 400 pm de leur
point d'émission, produisant un effet "bystander" local sur les cellules voisines résistantes a
l'infection et/ou la lyse par le virus dans un mode¢le de xénogreffes de mélanome humain chez
la souris (Dingli et al., 2004). L'expression du symporter lode/Sodium permet ¢galement de
suivre la cinétique de l'infection in vivo en utilisant un autre isotope de l'iode : l'iode 123
('*’I). Cette approche est décrite dans la partie "Optimiser sa tracabilité" de cette section.

Des stratégies de chimiovirothérapie ont également été développées. Dans ce cadre, le
virus de la rougeole est modifié de fagon a exprimer des genes suicide, codant pour des en-
zymes "prodrug convertase" capables de convertir des molécules chimiques inertes en molé-
cules cytotoxiques. Ainsi, le groupe de R. Cattaneo a développé un virus de la rougeole re-
combinant pour la purine nucléoside phosphorylase (PNP) d'Escherichia coli, une enzyme
"prodrug convertase" capable de convertir le 6-methylpurine-2’-deoxyriboside (MeP-dR) en
6-methylpurine (MeP). Cette substance hautement diffusible est ensuite métabolisée en un
analogue toxique de 1'Adénosine Tri-Phosphate (ATP), qui inhibe immédiatement la synthése

des ADN, ARN et protéines (Ungerechts et al., 2007). Plus récemment, le groupe de U.M.
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Lauer a généré un virus de la rougeole recombinant pour une enzyme bactérienne, la super-
cytosine désaminase (SCD), capable de convertir la 5-fluorocytosine en 5-Fluorouracil, un
agent chimiothérapeutique approuvé, qui est ensuite métabolisé par la cellule infectée en 5-
Fluorouridine-mono phosphate (5-FUMP). Le 5-FUMP interfére avec les enzymes de répara-
tion de I'ADN et inhibe la synthése de I'ADN et des ARN. De maniére a augmenter I'effet
chimiothérapeutique, les auteurs ont également inclus le géne codant pour une protéine issue
du virus de I'herpes, permettant la sécrétion a I'extérieur de la cellule infectée de 1'agent activé,
de sorte a induire la mort des cellules voisines (Lampe et al., 2013). Dans les deux cas, les
auteurs ont montré une action synergique entre l'activité lytique du virus et l'action cyto-
toxique des agents chimiothérapeutiques.

Plus simplement, il a également été rapporté, dans un modele de xénogreffes de cel-
lules de carcinome rénal humain établies chez la souris immunodéficiente, que la souche atté-
nuée du virus de la rougeole modifiée pour lui faire exprimer les protéines N, P et L de la
souche sauvage posséde des propriétés oncolytiques supérieures a la souche atténuée controle
(Meng et al., 2010). Cet effet anti-tumoral supérieur serait dii a la capacité de cette souche a

se répliquer méme en présence d'IFN de type I.

2. Optimiser son immunogénicité

Des études suggerent que 1'induction d'une réponse immunitaire anti-tumorale pourrait
agir en synergie avec l'action lytique du MV (Boisgerault et al., 2010; Donnelly et al., 2013;
Gauvrit et al., 2008; Zhang et al., 2012d). Différentes stratégies, regroupées sous le terme
d'immuno-virothérapie, ont été développées de sorte a augmenter les propriétés immunogenes
du virus oncolytique de la rougeole.

Les interférons de type I sont connus pour avoir des propriétés anti-angiogéniques
(Brem et al., 1993) et pour favoriser la réponse immunitaire anti-tumorale en participant a
l'activation de différents types de cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et lym-
phocytes Natural Killer (NK) (Le Bon and Tough, 2002). Ces propriétés ont été exploitées en
modifiant le virus atténué de la rougeole de sorte qu'il exprime 1'lFN- humain. Ainsi, Li et
ses collégues ont montré que ce MV-IFN-B présente une meilleure capacité¢ a détruire des
tumeurs de mésothéliome, établies en xénogreffes sous-cutanées sur des souris immuno-
déficientes, et a augmenter la survie des souris traitées en comparaison avec le MV Controle

(Li et al., 2010).
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Les séquences codant pour la "Neutrophil-Activating Protein - NAP" (Iankov et al.,
2012) ou encore le Granulocyte - Macrophage Colony Stimulation Factor (GM-CSF)
(Grossardt et al., 2013) ont également été insérées dans le MV. Le MV codant pour la pro-
téine NAP soluble a ainsi montré une efficacité¢ thérapeutique supérieure comparée a la
souche classique du MV dans un mode¢le préclinique de cancer du sein (Iankov et al., 2012).
Cette efficacité accrue est associée aux propriétés immuno-adjuvantes de la protéine NAP,
une petite protéine de 144 acides aminés dérivée d'Helicobacter Pylori et agoniste du Toll-
Like Receptor 2 (TLR2). Les cellules infectées sécrétent en grande quantité cette protéine qui
induit 'expression de Tumor-Necrosis Factor-a (TNF-a), d'Interleukine (IL-) -6 et -12 et
promeut ainsi la polarisation de la réponse immunitaire vers un profil Thl favorable au déve-
loppement d'une réponse immunitaire cellulaire anti-tumorale (Amedei et al., 2006; D'Elios et
al., 2007). Le MV-GM-CSF a lui aussi montré¢ une efficacité thérapeutique supérieure au MV
contréle dans un modele murin de cancer colorectal. Cette efficacité accrue est associée a une
augmentation de l'infiltration de lymphocytes T spécifiques d'antigénes tumoraux aprés injec-
tion intra-tumorale du MV-GM-CSF (Grossardt et al., 2013).

L'immuno-virothérapie, en optimisant le recrutement de la réponse immunitaire innée
et adaptative contre des antigenes de tumeurs, augmenterait ainsi l'effet thérapeutique de la

stratégie de virothérapie anti-tumorale.

3. Optimiser la spécificité de l'infection

L'entrée du virus dans les cellules est dépendante de la reconnaissance, par I'hémag-
glutinine virale, de la molécule de surface CD46 exprimée a faible densité par toutes les cel-
lules nucléées de 'organisme et exprimée a forte densité sur les cellules tumorales, ou de la
reconnaissance de la molécule Nectin-4. Il est possible de modifier, grace au génie génétique,
le tropisme naturel du MV et de le rediriger vers un tropisme dépendant de 1'expression des
marqueurs associés au tissu tumoral. Ces modifications sont réalisées dans 1'objectif d'aug-
menter la spécificité de l'infection au tissu tumoral, de limiter l'infection des tissus sains ou de
limiter la possibilité pour les cellules tumorales d'échapper a la lyse par le virus.

Une des stratégies consiste a remplacer la partie C-terminale extracellulaire de I'hé-
magglutinine par un domaine d'anticorps a chaine unique dirigé contre un marqueur membra-
naire exprimé a la surface des cellules tumorales (Peng et al., 2003). La souche modifié¢e perd
ainsi sa capacité a infecter les cellules par les marqueurs classiques (CD46, CD150/SLAM,

Nectin-4) et acquiert un tropisme restreint aux cellules exprimant 'antigéne reconnu par la
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chaine de I'anticorps greffé a I'extrémité de I'hémagglutinine. Ainsi, le virus atténué de la rou-
geole a pu étre redirigé efficacement contre différents marqueurs associés au tissu tumoral en
utilisant la mutagénése "site-spécifique". Les groupes de M.S. Topp et S.J. Russell ont inséré
respectivement, la chaine codant pour le domaine d'anticorps a chaine unique dérivée de I'an-
ticorps monoclonal Wue-1, dirigé contre le marqueur CD138 associé¢ au Myé¢lome Multiple
(MM) (Hummel et al., 2009) et la chaine codant pour le domaine d'anticorps a chaine unique
dirigé contre CD38, un marqueur spécifique des cellules de myélome (Peng et al., 2003). Le
MYV a également été modifié de sorte que l'infection soit dépendante de 1'expression d'autres
marqueurs spécifiques de tumeurs tels que la molécule CD20, spécifique des Lymphomes B
Non-Hodgkiniens et dont I'efficacité a ét¢ mesurée sur des échantillons issus de patients
(Yaiw et al., 2011). Un MV modifié pour que l'infection soit dépendante de 1'expression de
l'antigéne membranaire spécifique du cancer de la prostate ("Prostate-Specific Membrane
Antigen" - PSMA) a également été utilisé dans un modele murin de xénogreffes de cellules
tumorales humaines (Liu et al., 2009).

Treés récemment, K. Fiedrich et ses colleégues ont développé une stratégie de redirec-
tion du tropisme du virus oncolytique consistant en l'ajout, a l'extrémité de 1'hémagglutinine
virale, d'un motif répété de protéine Ankyrine (Designed Ankyrin Repeat Protein - DARPins)
(Friedrich et al., 2013). Les Ankyrines sont des motifs protéiques répétés de 33 acides amings,
qui peuvent se répéter de 4 a 34 fois. Ces domaines Ankyrines sont impliqués dans la régula-
tion des interactions protéine-protéine. En utilisant les méthodes du phage display et du ribo-
some display, les auteurs ont sélectionné deux motifs Ankyrines ayant une reconnaissance
spécifique pour deux marqueurs associés au tissu tumoral (Stefan et al., 2011) : le récepteur
pour le facteur de croissance épidermique humain Her2/neu (Human Epidermal Growth Fac-
tor Receptor-2) et une molécule d'adhésion des cellules épithéliales EpCam (Epithelial cell
adhesion molecule) (Friedrich et al., 2013). Par génie génétique, les séquences codant pour
ces deux motifs ont été fusionnées et insérées dans la séquence de I'hémagglutinine virale,
supprimant sa capacité a reconnaitre les molécules d'adhésions classiques. Les auteurs ont
ainsi obtenu un MV recombinant capable de reconnaitre deux récepteurs différents et démon-
trés In vitro et in vivo dans un modéle murin de xénogreffes de cellules tumorales humaines
que ce virus modifié infecte et élimine efficacement les tumeurs de ces animaux. D'apres les
auteurs, cette bi-spécificité permettrait d'éviter les phénomenes de sélection de variants tumo-
raux n'exprimant plus les récepteurs au virus, suite a la pression de sélection imposée par

l'infection. De plus en redirigeant le tropisme du virus oncolytique de la rougeole vers la mo-
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lécule EpCAM, un marqueur associ¢ aux cellules tumorales souches, les auteurs esperent
pouvoir s'attaquer directement aux cellules qui initient la tumeur (Friedrich et al., 2013).

Pour augmenter la restriction de l'infection au tissu tumoral, il est également possible
de modifier l'expression d'autres protéines virales que I'hémagglutinine. Ainsi, le groupe de
C.J. Buchholz a modifié la séquence codant pour la protéine de fusion (F) du MV, en y insé-
rant par génie génétique une séquence de clivage pour la Matrix MétalloProtéinase-2 (MMP-
2) (Muhlebach et al., 2010). Les métalloprotéinases sont surexprimées dans une large variété
de cancers, et plusieurs membres de cette famille sont associés a la progression tumorale, a la
propagation des métastases et a un mauvais pronostic (Deryugina and Quigley, 2006). L'acti-
vation des propriétés fusogéniques de la protéine F requiert l'action de protéases ubiquitaires
exprimées dans 1'appareil de Golgi (Muhlebach et al., 2010). L'addition d'une séquence néces-
sitant l'action de MMP-2 restreint la fonctionnalité de la protéine F du virus de la rougeole au
tissu tumoral (Muhlebach et al., 2010). Les auteurs ont ainsi démontré, sur des coupes de tis-
sus hépatiques sains ou tumoraux prélevés chez 44 patients, que l'infection et la lyse par ce
virus modifié sont restreintes au tissu tumoral, alors que le virus sauvage infecte les cellules
saines hépatiques et provoque la formation de syncitia dans le tissu sain.

Le tropisme cellulaire du MV peut étre controlé en exploitant I'expression tissu-
spécifique de certains microARN (miR). Les miR sont des ARN simple-brin courts propres
aux cellules eucaryotes et composés en moyenne de 22 nucléotides. Les miR sont des régula-
teurs post-transcriptionnels capables d'inhiber I’expression d’un geéne. Leur appariement a la
séquence complémentaire de I’ARN messager du geéne cible conduit a la répression transcrip-
tionnelle ou a la dégradation de cet ARNm (Bartel, 2009). L'expression différentielle des miR
est une caractéristique du tissu tumoral (Odjele et al., 2012). Il a été démontré récemment que
miR-7 n'est pas exprimé par les cellules de glioblastome multiforme (GBM) probablement
parce qu'il est impliqué dans la répression de 1'expression du récepteur a I'Epidermal Growth
Factor (EGF-R) (Kefas et al., 2008), alors que sa présence est abondante dans le tissu neural
sain. Cette expression différentielle fait de miR-7 une cible idéale pour restreindre la réplica-
tion du virus oncolytique de la rougeole au tissu neural néoplasique (Leber et al., 2011). Ain-
si, en insérant une séquence cible pour miR-7 dans la région 3' non-transcrite du geéne codant
pour la protéine F, le groupe de C. von Kalle, a montré dans un mode¢le préclinique de xéno-
greffes de glioblastome humain chez la souris, que la réplication du virus modifié était res-
treinte aux cellules tumorales n'exprimant par miR-7 (Leber et al., 2011).

Ces stratégies permettraient d'augmenter la sécurité d'utilisation du virus oncolytique

de la rougeole lors de son utilisation en virothérapie anti-tumorale en atténuant fortement la
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virulence du virus dans les tissus non ciblés. Cette sécurité d'utilisation accrue serait un atout
intéressant, notamment dans le traitement du GBM qui nécessiterait l'injection intracérébrale

de grande quantité de virus.

4. Optimiser sa tracabilité

L'évaluation de I'efficacité thérapeutique du virus oncolytique de la rougeole en cli-
nique nécessite la possibilité de mesurer, par des méthodes non invasives, la spécificité de
l'infection dans le tissu tumoral et le niveau de réplication du virus. Dans cette optique, le vi-
rus de la rougeole peut étre modifié pour faciliter I'étude pharmacocinétique. Ainsi, des virus
recombinant pour I'Antigene Carcino-Embryonnaire (CEA), pour la chaine légere A d'immu-
noglobuline ou pour le symporter lode/Sodium, ont ét¢ développés.

L'expression du CEA comme marqueur sérique de la réplication virale a déja prouvé
son efficacité chez des patientes traitées pour des cancers ovariens. Chaque injection de virus
¢tait suivie d'une augmentation sérique du CEA (Galanis et al., 2010). Toutefois, I'expression
de CEA ne permet pas de dire si le virus s'est répliqué dans une cellule tumorale ou dans une
cellule saine.

Une autre stratégie a été développée par le groupe d'E. Galanis, dans le cas particulier
du myélome, pour attester de la réplication du virus dans les cellules tumorales. Le myélome
est un cancer hématologique qui touche les plasmocytes (Lymphocytes B activés) respon-
sables de la production de grandes quantités d'immunoglobulines. Dans la grande majorité des
cas, ils sécretent des gamma immunoglobulines monoclonales composées de deux chaines
lourdes y et de deux chaines légeres k (IgGxk). Ainsi, l'insertion d'une séquence codant pour
une chaine légeére A d'immunoglobuline, dans le virus de la rougeole, permet la formation
d'une immunoglobuline circulante chimérique IgGk/A par les plasmocytes malins infectés.
Cette IgGk/A peut €tre détectée dans le sang par un test ELISA modifié comprenant un anti-
corps d'ancrage reconnaissant la chaine Iégere A et un anticorps de détection reconnaissant la
chaine lourde y invariante du clone d'IgG sécrété par les plasmocytes malins (Iankov et al.,
2009).

Le MV-NIS utilis¢ dans la stratégie de radiovirothérapie permet également de suivre
de fagon non invasive la réplication du virus. Les cellules tumorales infectées exprimant le
symporter Tode/Sodium sont capables de concentrer 1'*’I, ce qui permet de suivre la disper-
sion du virus au sein d'une tumeur par "single-photon emission computed tomo-

graphy/computed tomography" (SPECT/CT) (Penheiter et al., 2012).
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vii.  Développement clinique
1. Essai clinique de phase I : Lymphome Cutané a Cellules T

Suite a l'infection naturelle par la souche sauvage de virus de la rougeole, des régres-
sions spontanées de lymphome d'Hodgkin (Taqi et al., 1981; Zygiert, 1971) et de lymphome
de Burkitt (Bluming and Ziegler, 1971; Ziegler, 1976) ont été observées. Ces observations
suggerent que le virus sauvage de la rougeole possede des propriétés oncolytiques contre les
tumeurs hématologiques, probablement grace a son tropisme dirigé contre la molécule
CDI150. Par la suite, Heinzerling et ses collegues ont évalué l'efficacité oncolytique de la
souche atténuée du virus de la rougeole Edmonston-Zagreb dans le premier essai clinique de
phase I sur cinq patients souffrant de Lymphome Cutané a Cellules T (Cutaneous T-Cell
Lymphoma - CTCL) (Heinzerling et al., 2005). Cette pathologie se caractérise par I'accumula-
tion de lymphocytes T clonaux dans la peau, conduisant a la formation de plaques et de tu-
meurs. Cette étude clinque montre que l'injection intra-tumorale de MV provoque une infec-
tion locale des cellules tumorales, mise en évidence par l'effet cytopathique caractéristique du
virus. Cette étude a permis de montrer que l'infection locale, au point d'injection, n'est pas
inhibée par la présence d'une pré-immunité contre la rougeole et qu'un prétraitement systé-
mique par I'I[FN-a permet d'atténuer la virulence du MV dans les cellules saines, sensibles a
l'action antivirale de I'l[FN-a, alors que les cellules tumorales ont perdu cette sensibilité et sont
efficacement infectées. Des régressions tumorales ont été¢ observées pour trois patients avec,

de maniére surprenante, des régressions de tumeurs distantes non injectées.

2. Essai clinique de phase I : Cancer Ovarien chimio résistant

Les propriétés oncolytiques du virus atténué de la rougeole ont également été évaluées
cliniquement chez des patientes, pré-immunisées contre la rougeole et présentant des cancers
récurrents des ovaires réfractaires aux injections de Taxol et platine. Eventhia Galanis et ses
collegues (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) ont utilis¢ la souche Edmonston recombinant
pour le CEA soluble (MV-CEA) qui permet le suivi de la réplication virale par dosage sérique
du CEA (Galanis et al., 2010). Des doses croissantes de virus, allant de 10° TCIDsg (0,1 fois
la dose vaccinale) & 10° TCIDs, (100 000 fois la dose vaccinale) ont été injectées en intra pé-
ritonéal aux patientes. La solution virale est diluée dans 500mL de solution saline puis infusée

pendant 30 minutes. Le traitement est répété tous les mois et les patientes ont recu jusqu'a 6
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cycles de traitement. La dose maximale de virus injectée a été déterminée sur des critéres
techniques limitant la production de doses plus concentrées. Les doses injectées n'ont pas
permis de déterminer la dose maximale injectable. Une réponse clinique objective a été ob-
servée pour 14 des 21 patientes incluses dans l'essai, avec une stabilisation de la maladie d'une
durée moyenne de 92.5 jours. Cette stabilisation est associée, pour cinq des patientes, a une
diminution du marqueur tumoral CA-125. La médiane de survie des patientes traitées (12.15
mois) a été doublée par rapport a la moyenne de survie attendue dans cette population de pa-
tientes (6 mois). Ces résultats mettent en lumiére le potentiel thérapeutique de la virothérapie

anti-tumorale dans le traitement des patientes atteintes de cancers ovariens.

3. Essais cliniques en cours

Trois essais cliniques de phase I visant a évaluer 1'efficacité de la virothérapie anti-
tumorale utilisant le virus de la rougeole sont actuellement en cours. Ces essais recrutent des
patients atteints de carcinomes squameux récurrents ou métastatiques de la téte et du cou, de
mésothéliome ou de myélome multiple. Tous ces essais cliniques sont réalisés a la Mayo cli-
nic, Rochester, Minnesota, USA, avec l'objectif commun de déterminer la dose maximale
injectable de le souche Edmonston modifiée (MV-NIS) (http://www.clinicaltrials.gov). Tous
les patients recrutés doivent étre séropositifs pour la rougeole, avec un taux supérieur a
20EU/ml d'IgG anti-rougeole. L'essai clinique concernant le myélome multiple présente la
particularité d'évaluer si l'injection de cyclophosphamide, un agent immunosuppresseur déja
utilisé dans le traitement du myélome, augmente 1'effet de la virothérapie anti-tumorale utili-

sant le MV-NIS.
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B. Autres virus oncolytiques

D'autres virus a ARN sont étudiés pour leurs propriétés lytiques, notamment le virus
de la stomatite vésiculaire (VSV) et le virus de la maladie de Newcastle (NDV) (Boisgerault
et al., 2010). Des virus a ADN sont également évalués dans des stratégies de virothérapie anti-
tumorale. Parmi les virus a ADN utilisés on retrouve notamment les Herpeés Simplex Virus
(HSV), les Adénovirus (AdV), et les Poxvirus (Boisgerault et al., 2010; Russell et al., 2012).
La majorité des virus @ ADN ne présente pas un tropisme naturel pour les cellules tumorales ;
l'acquisition de leurs propriétés anti-tumorales est donc le produit du génie génétique. Trois
virus a ADN en particulier sont commercialisés ou en phase avancée dans des essais cliniques
:le H101 de la famille des Adénovirus, le HSV et le virus de la vaccine de la famille des Pox-

virus.

i. L'Adénovirus H101

Le H101 est un virus 8 ADN de la famille des Adénovirus (AdV) de type 5 et est, a ce
jour, le seul virus oncolytique ayant recu une autorisation de mise sur le marché. Il est uni-
quement utilis¢ en Chine en combinaison avec la radiothérapie dans le traitement de cancer
ORL (Garber, 2006). Le virus H101 utilise comme porte d'entrée dans les cellules le récepteur
des Coxsackies et Adénovirus (CAR). Le récepteur CAR est exprimé de maniére ubiquitaire
par les cellules épithéliales normales et est principalement localisé au niveau des jonctions
serrées ce qui suggere qu'il joue un rdle dans l'adhésion cellulaire méme si sa fonction n'est
pas formellement déterminée. L'entrée du virus commence par l'ancrage des protéines fi-
breuses virales au récepteur cellulaire CAR, et se poursuit avec I'endocytose de la particule
virale régulée par l'interaction entre la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) et les intégrines cellu-
laires o, au niveau de puits de clatherines. La particule virale transite par le compartiment
endosomal ou elle est désassemblée sous 'action du pH. L'ADN viral peut alors étre transpor-
té au noyau, via un transport actif associé aux microtubules, ou il pourra étre transcrit
(Kanerva and Hemminki, 2004).

Le virus H101, produit par Shanghai Sunway Biotech, est un virus recombinant pré-
sentant une délétion des genes E1B-55kDs et E3. Ces mutations conférent au virus HI101 ses
propriétés anti-tumorales (He et al., 2011). Le gene suppresseur de tumeur p53 est fréquem-
ment muté ou son activité est inhibée par des modifications €pigénétiques dans les cellules

cancéreuses (White, 1994; Zhang et al., 2009). La perte de fonction de p53 permet aux cel-
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lules tumorales d'échapper aux mécanismes d'apoptose et promeut la progression tumorale. La
stratégie de virothérapie anti-tumorale utilisant 1'adénovirus H101 ou son proche cousin le
virus ONYX-015, tire avantage de cette aberration. En effet, la réplication de ces adénovirus
requiert que la protéine p53 soit dans un état inactivé. Les Adénovirus infectent les cellules
quiescentes et provoquent leur entrée en phase S du cycle cellulaire pour permettre la réplica-
tion du génome viral. Le géne E1B des adénovirus humains code pour une protéine de 55kDa
qui se lie a p53 et l'inactive, prérequis indispensable a la réplication virale (Bischoff et al.,
1996). La délétion ou les mutations du géne p53 sont fréquentes dans la plupart des cancers
humains. Bischoff et ses collaborateurs ont démontré qu'un adénovirus portant une délétion
du gene E1B n'est plus capable de se répliquer dans les cellules saines ayant p53 fonctionnel.
Toutefois, ce virus se réplique de facon efficace dans les cellules tumorales dont la fonction
de p53 est altérée. Ainsi, méme si les Adénovirus n'infectent pas de maniére sélective les cel-
lules tumorales, la délétion du géne E1B n'autorise leur réplication que dans les cellules défi-
cientes pour les génes p53 (Bischoff et al., 1996).

Le virus oncolytique H101 présente également une délétion du géne E3, qui code pour
des protéines aux fonctions immuno-régulatrices. Il a ét¢ démontré dans des modeles animaux
qu'un adénovirus portant la délétion du gene E3 induit une meilleure réponse inflammatoire
que le virus sauvage (Sparer et al., 1996). En effet, les ORF 10.4K et 14.5K du géne E3, co-
dent pour des glycoprotéines transmembranaires qui forment un hétérodimere (E3-
10.4K/14.5K) impliqué dans la diminution de I'expression du récepteur a 1'Epithelial Growth
Factor (EGF-R) (Tollefson et al., 1991), du récepteur Fas, un membre pro-apototique de la
famille des Tumor Necrosis Factor Receptor (TNF-R) (Shisler et al., 1997) et dans l'internali-
sation des TNF Related Apoptosis Inducing Ligand-Receptors 1 et 2 (TRAIL-R1 et R2)
(Benedict et al., 2001). La région E3 du génome des Adénovirus contribue donc a inhiber la
réponse immunitaire de 1'hote et particuliérement la réponse immunitaire cellulaire, dont cer-
taines voies de défense dépendent de 1'expression de ces récepteurs par les cellules infectées,
notamment pour la lyse par les Lymphocytes T et NK régie par l'engagement de Fas et
TRAIL. La délétion de la région E3 contribue ainsi aux propriétés oncolytiques de I'"Adénovi-

rus H101 en abolissant ses mécanismes immunosuppresseurs.

ii.  Virus Herpes Simplex : HSV-1

Le virus oncolytique le plus avancé pour une commercialisation en Europe et aux

USA est le Virus Herpés Simplex recombinant pour le GM-CSF (HSV-1-hGM-CSF) déve-
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loppé par 1'industriel Amgen : Talimogen Laherparepvec (TVEC). Le TVEC vient récemment
de compléter un essai clinique de phase III randomisé dont les résultats devraient étre com-
muniqués courant 2013 (Sheridan, 2013). Le HSV-1 est un virus 8 ADN double brin du genre
Simplexvirus et de la famille des Herpesviridae. Les propriétés oncolytiques d'HSV-1 ont été
¢tudiées dans un essai clinique de phase II sur des patients souffrant de mélanome non opé-
rable.

Le TVEC a été modifié de fagon a exprimer le GM-CSF humain dans I'objectif d'op-
timiser la réponse immunitaire anti-tumorale qui pourrait se mettre en place suite a la libéra-
tion d'antigénes de tumeur par la lyse induite par l'infection. Le géne du GM-CSF a été intro-
duit au niveau de la séquence codant pour le géne viral ICP34.5, inactivant ainsi sa synthése
(Liu et al., 2003). L'expression du gene ICP34.5 contrecarre le blocage de la réplication
d'HSV régulée par la voie Protéine Kinase R (PKR) des cellules infectées. En absence de la
protéine codée par le géne ICP34.5, la PKR phosphoryle le facteur d'initiation de la traduction
elF2-a et inhibe ainsi la totalité de la synthése protéique dans la cellule infectée, y compris
celle des protéines virales (Chou et al., 1995). Ainsi, la délétion du géne ICP34.5 confére au
TVEC la spécificité de sa réplication dans les cellules qui ne présentent pas d'activit¢ PKR
fonctionnelle ; dysfonction fréquemment retrouvée dans le tissu tumoral (Liu et al., 2003). Le
TVEC présente ¢galement une délétion du gene ICP47, décrit pour interférer avec la présenta-
tion antigénique par les cellules infectées en bloquant l'activation de la protéine "Transporter
Associated with antigen Processing" (TAP), inhibant ainsi le passage des peptides antige-
niques dans le réticulum endoplasmique pour y étre chargés sur les molécules du CMH-I (Hill
et al., 1995). La dé¢létion du gene ICP47 renforce donc les propriétés immunogenes du TVEC.
Pour finir, la délétion du gene ICP47 provoque la surexpression du gene viral US11, facteur
qui amplifie la réplication du virus (Mohr et al., 2001). Afin de sécuriser l'utilisation du
TVEC, la Thymidine Kinase virale n'a pas ét¢ modifiée de sorte qu'elle reste sensible aux
agents antiviraux.

Ainsi, 'HSV oncolytique a démontré son efficacité a infecter et détruire de nombreux
types de cellules tumorales. L'injection intra-tumorale a permis de démontrer, dans des mo-
deles animaux, la capacité de ce virus a inhiber la progression tumorale au niveau local en
détruisant les cellules tumorales infectées et au niveau systémique en induisant une réponse
immunitaire cytotoxique anti-tumorale (Toda et al., 1999). Dans un essai clinique de phase II
sur des patients atteints de mélanome non opérable de stade Illc et IV, le TVEC a montré sa
capacité a induire une réponse objective chez 26% des patients traités par des injections intra-

tumorales, sur les tumeurs injectées aussi bien que sur des tumeurs distantes non injectées
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(Senzer et al., 2009). La survie estimée a un an des patients inclus dans cette étude était de
25,5%. La survie globale a un an des patients ayant été traités par des injections intratumo-
rales d'HSV oncolytique est de 58% et si 1'on considére uniquement les patients qui ont pré-
senté une réponse partielle ou complete elle est de 93%. Cette étude a également mis en évi-
dence qu'il n'y avait pas de corrélation entre les réponses observées suite au traitement par le
TVEC et le fait que le patient ait re¢u une ou plusieurs thérapies préalables. Le statut sérolo-

gique vis-a-vis du HSV était également sans effet sur la réponse.

1il. Virus de la Vaccine : JX-594

Le JX-594 pexastimogene devacirepvec (Pexa-Vec; JX-594) est un virus oncolytique
et immuno-thérapeutique de la famille des Poxvirus, dérivé du virus de la vaccine. Il contient
une seule molécule d'ADN bicaténaire linéaire et se réplique dans le cytoplasme cellulaire. Le
virus s'adsorbe sur des Glycosaminoglycanes (GAGs) a la surface des cellules, puis il est in-
ternalisé dans les vacuoles lysosomales ou il est dépouillé de son enveloppe sous l'influence
d'enzymes hydrolytiques. La nucléoprotéine est ensuite libérée dans le cytoplasme, puis dé-
gradée a son tour pour libérer la molécule d'ADN virale. Les adénovirus ont évolué pour ex-
ploiter des voies de transduction cellulaire afin d'activer leur réplication et leur dissémination.
Les Poxvirus ont une réplication et une propagation rapide dépendante de la voie EGFR-ras,
surexprimée dans la majorité des cellules tumorales.

Le JX-594 a été obtenu aprés modification de la souche Wyeth de la vaccine et pré-
sente une délétion du géne codant pour la thymidine kinase (TK) virale indispensable a sa
réplication. Du fait de la délétion du geéne codant pour la TK virale, la réplication du JX-594
nécessite une activité TK cellulaire trés importante. L'activation de la voie EGFR-Ras et une
forte activité cellulaire TK sont fréquemment associées aux tissus tumoraux (Hengstschlager
et al., 1998) et confeérent au JX-594 son tropisme pour les cellules tumorales. Chez la souris,
l'injection systémique de vaccine, présentant une délétion du gene codant pour la TK, a mon-
tré une diminution de 1'expression des protéines virales de 3 log dans le tissu sain par rapport
au tissu tumoral (McCart et al., 2001). Le JX-594 est également recombinant pour I'expres-
sion du GM-CSF et la B-galactosidase (B-gal). Ces facteurs permettent respectivement de sti-
muler la réponse immunitaire (Dranoff et al., 1993) et d'attester de la réplication virale
(Breitbach et al., 2013). Le JX-594 est ainsi un virus oncolytique dont la réplication est res-

treinte au tissu tumoral, et est armé d'une cytokine immunostimulatrice. Il peut étre délivré a
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la tumeur par injection intraveineuse (Breitbach et al., 2011) ou injection intra-tumorale (Park
et al., 2008).

Ainsi, injecté directement dans la tumeur ou par voie intraveineuse, le JX-594 a dé-
montré son efficacité systémique sur un modele préclinique de cancer du foie (Kim et al.,
2006). Plusieurs essais cliniques ont également été réalisés. Les objectifs de ces essais étaient
de déterminer la dose maximale tolérée du JX-594 injectable directement dans la tumeur ou
par voie intraveineuse, de démontrer son efficacité oncolytique et d'évaluer ses propriétés
immuno-thérapeutiques. En 2008, les résultats d'un essai clinique de phase I sur des patients
en phase terminale de cancers primitifs ou métastatiques du foie (colon, carcinome hépatocel-
lulaire (CHC), mélanome, carcinome rénal, carcinome pulmonaire,...), réfractaires aux traite-
ments usuels, ont été publiés (Park et al., 2008). Park et ses collégues ont mis en évidence que
le virus JX-594 est bien toléré pour des doses inférieures ou égales a 1.10° PFU : l'effet se-
condaire le plus fréquent apres injection étant un syndrome grippal. Au-dela de la dose maxi-
male tolérée, l'injection de JX-594 provoque une hyper bilirubinémie et une obstruction du
canal biliaire secondaire au gonflement de la tumeur. Le JX-594 a été injecté directement dans
la tumeur avec un intervalle de trois semaines pour un maximum de 8 cycles d'injections. Au
total 14 patients ont été traités, dont 3 présentaient une infection par le virus de I'hépatite B
(HBV).

Des 15 minutes apres l'injection intra-tumorale, les patients présentent une virémie qui
s'atténue pour disparaitre dans les 4 a 6h suivant l'injection, probablement dii & un passage
massif du virus dans le sang. Une réémergence du virus dans le sang est observée dans les 3 a
15 jours qui succedent l'injection. Aux doses les plus fortes est associée 1'expression de GM-
CSF qui conduit a l'augmentation du nombre de neutrophiles, éosinophiles et monocytes.
Dans cette étude, le JX-594 a démonté son efficacité sur différents types de tumeurs, et aussi
bien sur les tumeurs qui ont été directement injectées que sur des tumeurs distantes non injec-
tées. L'infection de tumeurs non injectées est probablement possible grace a la pharmacociné-
tique de la réplication du virus en deux étapes impliquant a chaque étape, une virémie permet-
tant au virus de se propager (Microbiologie médicale Par Ernest Jawetz,Melnick, Joseph Le-
wis,Edward Allen Adelberg). Aucune libération du virus dans les urines ou la salive n'a été
observée. L'absence de modification significative du bilan hépatique (dosage des transami-
nases) suggere qu'il n'y a pas de destruction massive des hépatocytes sains par JX-594 (Park
et al., 2008). Le traitement par JX-594 de trois patients atteints d'hépato carcinome cellulaire
provoqué par le virus de I'hépatite B (HBV) a mis en évidence une forte inhibition de la répli-

cation du HBV. Les cellules tumorales pourraient étre un lieu de réplication préférentielle
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pour le HBV. La destruction par le JX-594 des cellules hépatiques tumorales pourrait expli-
quer cette action anti-HBV. Pour ces trois patients, une réponse anti-tumorale objective a été
observée sur la tumeur injectée et sur des tumeurs non injectées. Une métastase dans le cou
d'un des patients présentait un développement rapide. Celle-ci a été injectée pendant 4 cycles
et a rapidement présenté une réponse objective et a été maintenue stable pendant au moins six
mois (Liu et al., 2008c¢).

Plus récemment, un essai de phase II randomisé (n=30) a été réalisé sur des patients
atteints de CHC (Heo et al., 2013). Les patients ont recu soit une dose forte de 10°PFU soit
une dose faible de 10°PFU. La diminution du volume tumoral et la génération d'une réponse
immunitaire anti-tumorale ne sont pas liées a la dose. Par contre, la survie globale est étroite-
ment corrélée a la dose regue. Ainsi, la médiane de survie du groupe traité par la dose forte est
de 14,1 mois alors que celle du groupe traité par la dose faible est de 6,7 mois. De maniere
intéressante, la présence ou l'absence d'anticorps neutralisant contre la vaccine avant l'injec-
tion curative ne correle pas avec une modification de la survie.

Quatre patients ayant recu la dose forte de JX-594 avaient suivi une thérapie systé-
mique avec un inhibiteur de tyrosine kinase (Sorafenib), avant leur inclusion dans le test. Leur
espérance de survie était alors de 2 a 4 mois selon les résultats d'un essai de phase III rando-
misé sur le Sorafenib (Cheng et al., 2009). Ces patients traités par JX-594 ont une médiane de
survie de 13.6 mois et deux d'entre eux étaient toujours en vie deux ans apres le traitement
(Heo et al., 2013).

Cette étude a permis de mettre en évidence que le traitement par JX-594 permet
l'induction d'une réponse immunitaire humorale et cellulaire. Dans 70% des cas, le sérum des
patients traités par JX-594 présente une activité cytotoxique dépendante du complément
(CDC) contre des lignées cellulaires de CHC. La génération de lymphocytes T cytotoxiques
spécifiques d'antigeénes de la vaccine et du transgene B-gal a également été mise en évidence
(Heo et al., 2013).

Treés récemment, le JX-594 a montré son efficacité¢ a interrompre la vascularisation
tumorale. En effet, Breitbach et ses collégues ont montré que les cellules endothéliales impli-
quées dans la néoangiogenese tumorale sous dépendance du FGF-2, un médiateur impliqué
dans la résistance aux traitements par anti-VEGF, étaient sensibles a JX-594. La voie cellu-
laire du VEGF-R active des médiateurs intracellulaires proches ou partagés avec la voie
EGFR (rass/MAPK). Dés lors, les cellules endothéliales impliquées dans la néovascularisation
permettent une réplication efficace du JX-594. Le traitement par JX-594 pourrait donc étre

indiqué pour des patients dont le traitement par agents anti-angigogéniques aurait échoué. Il
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convient, en tous cas, de ne pas injecter de manicére concomitante le JX-594 et un traitement
anti-angiogénique qui perturberait la voie VEGF dont la réplication virale dépend dans les
cellules endothéliales (Breitbach et al., 2013). A ce jour, JX-594 a été injecté a 160 patients
atteints de cancers variés et a été correctement supporté dans la majorité des cas (Breitbach et
al., 2013). L'ensemble de ces résultats fait du JX-594 1'un des virus oncolytiques les plus pro-

metteurs.
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I1. La réponse immunitaire anti-tumorale

A. Les huit caractéristiques intrinséques des cellules tumorales

Les tumeurs sont des tissus complexes composés de multiples types cellulaires dis-
tincts qui interagissent les uns avec les autres. Les cellules qui forment ces tumeurs ont évolué
progressivement d'un état normal vers un état néoplasique. Ce processus pathogénique peut
étre rationnalisé par la nécessité pour les cellules tumorales naissantes d'acquérir certains ca-
racteres liés a leur malignité. Hanahan et Weinberg proposent en 2000, le principe 'Hallmarks
of cancer" comme étant les six caractéristiques fonctionnelles qui permettent aux cellules tu-
morales de survivre, de proliférer et de se disséminer (indépendance vis-a-vis des signaux de
prolifération, résistance aux inhibiteurs de croissance, capacité de prolifération indéfinie /
immortalisation, capacité a stimuler l'angiogenése, capacité d'invasion des tissus et formation
de métastases (Hanahan and Weinberg, 2000)). Ces fonctions peuvent étre acquises a diffé-
rents moments du processus de tumorigenése. L'acquisition de ces caractéristiques est dépen-
dante de deux phénoménes : l'instabilité génétique et l'inflammation chronique.

L'instabilité génétique des cellules tumorales génére des mutations aléatoires, des réar-
rangements chromosomiques, des modifications épigénétiques et 1'acétylation des histones
(Berdasco and Esteller, 2010). Ces mutations concernent majoritairement les genes regroupés
sous le nom de "gatekeppers and caretakers of the genome" (Kinzler and Vogelstein, 1997),
littéralement les génes qui contrdlent la prolifération cellulaire, qui prennent soin du génome
et qui sont chargés de détecter et de réparer les dommages de I'ADN. Il est donc primordial
pour les cellules tumorales de neutraliser les mécanismes de surveillance cellulaire qui contro-
lent l'entrée en apoptose ou la sénescence des cellules présentant une accumulation de muta-
tions. Ainsi, p53, aussi appelé "gardien du génome" (Lane, 1992), est fréquemment altéré
dans les cellules tumorales ce qui permet aux cellules altérées de proliférer (Muller and
Vousden, 2013).

L'inflammation chronique est, quant a elle, déclenchée par des Iésions pré tumorales et
tumorales. Ces 1ésions sont largement infiltrées par des cellules du systéeme immunitaire qui
génerent cet environnement inflammatoire (Robinson et al., 2003; Talmadge, 2011). Cet infil-
trat refléte les tentatives du systéme immunitaire a éradiquer la tumeur. Il est cependant clair,
aujourd'hui, que I'inflammation associée au tissu tumoral a un effet paradoxal qui promeut la

tumorigenese et le développement tumoral (He et al., 2012; Moore et al., 1999). En effet, de
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nombreuses cytokines, sécrétées par l'infiltrat immunitaire intra-tumoral, ont démontré leur
capacité a promouvoir la progression tumorale telles que 1L-4, , IL-6, IL-10, IL-17, IL-23,
TGF-B..., notamment en muselant la réponse immunitaire adaptative (Candido and
Hagemann, 2013; Zitvogel et al., 2006). D'autres médiateurs pro-inflammatoires, tels que les
protéases et les eicosanoides, peuvent étre sécrétés par la tumeur pour promouvoir sa progres-
sion, sa dissémination et sa vascularisation (Candido and Hagemann, 2013). Enfin, les cel-
lules inflammatoires peuvent également libérer des dérivés réactifs de l'oxygene qui ont un
effet mutagene sur les cellules environnantes, ce qui augmente 1'instabilité génétique au sein
de la Iésion tumorale (Grivennikov et al., 2010).

Récemment, Hanahan et Weinberg ont réactualisé ce concept en y ajoutant deux carac-
téristiques supplémentaires : la reprogrammation du métabolisme énergétique et 1'échappe-
ment a la destruction par le systtme immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). Cette der-
nicére caractéristique est également connue sous le nom de "cancer immunoediting" que je
développerai dans la section "Immunoediting des cancers" (Dunn et al., 2004; Zitvogel et
al., 2006).

Pour comprendre la pertinence de l'utilisation d'un virus oncolytique comme agent
anti-tumoral et immuno-adjuvant, il convient d'abord de définir quelles sont les interactions
entre la tumeur et le systtme immunitaire, et quels sont les prérequis nécessaires a l'induction

d'une réponse immunitaire anti-tumorale forte et spécifique.

B. L'immunosurveillance des cancers

L'implication du systéme immunitaire dans le contrdle de la progression tumorale est
soupcgonnée depuis le début du 20°™ sigcle. Dés les années 1950, Burnet et Thomas proposent
le concept de I'immunosurveillance des cancers. Cette théorie propose que les lymphocytes
agissent comme des sentinelles qui reconnaissent et éliminent les cellules tumorales générées
en permanence par l'organisme (Burnet, 1957). Cependant, 1'expérimentation animale n'a pas
permis, dans un premier temps, de démontrer cette hypothese. Les modeles animaux utilisés
alors comme modeles immunodéficients (RAG-/-) conservaient une immunité fonctionnelle
résiduelle suffisante pour ne pas observer de différence significative de la survenue de cancer
chez ces animaux par rapport aux animaux sauvages (Stutman, 1974; Stutman, 1979).

Dans les années 1990, de nouvelles données expérimentales et 1'analyse d'individus

présentant une immunodéficience congénitale ou acquise ressuscitent le concept d'immuno-

surveillance. En effet, les patients transplantés suivant un traitement immunosuppresseur pré-
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sentent une fréquence de cancer supérieure aux sujets immunocompétents pour une classe
d'age donnée (Birkeland et al., 1995). Le fait que certains patients développent spontanément
des réactions immunitaires innées et/ou adaptatives contre la tumeur qu'ils portent (Jager et
al., 2000; Stockert et al., 1998) ou qu'il existe, dans de nombreux cas, une corrélation entre la
présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) et la survie des patients (Galon et al.,
2006; Gooden et al., 2011) sont autant d'éléments qui soutiennent I'existence de I'immunosur-
veillance chez I'homme.

Ces observations ont été¢ confirmées par des résultats obtenus de l'expérimentation
chez des animaux totalement immunodéficients. Shankaran Vijay et ses collégues apportent
définitivement la preuve de I'implication d'une voie dépendante de 1'lFN-y et des lymphocytes
cytotoxiques dans l'immunosurveillance des cancers en 2001. En utilisant des souris défi-
cientes pour les génes Recombinase Activationg Gene (RAG-2) impliqués dans le réarrange-
ment du T-Cell Receptor (TCR), pour le récepteur a I'lFN-y (IFNGR1), pour STAT]I, le fac-
teur de transcription dédié a la régulation des voies de signalisation dépendantes de I'IFN-y et
des IFN-0/B ou double déficientes RAG2-/- x STAT1-/-, ils démontrent que la fonction anti-
tumorale du systeme immunitaire est étroitement dépendante de 1'action des lymphocytes T, B
et NKT et que cette fonction est largement régulée par I'lFN-y (Shankaran et al., 2001). En
effet, ces souris développent, sous l'influence d'un agent carcinogene, plus de tumeurs et plus
rapidement que leurs homologues sauvages et ¢galement plus de tumeurs spontanées que les
souris sauvages. L'I[FN-y a la capacité d'augmenter I'immunogénicité des cellules tumorales en
permettant la surexpression des composants de la voie de présentation des antigénes dans le
Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I (CMH-I) notamment TAP-1 (Shankaran et
al., 2001) et H-2Db chez la souris. L'IFN-y a également des propriétés antiprolifératives et
proapoptotiques en régulant 1'expression Fas-Fas-ligand (Xu et al., 1998).

En utilisant une approche de transplantation tumorale, Shankaran V. et ses collégues
démontrent également l'influence du systeme immunitaire sur 1'immunogénicité des tumeurs
formées sous l'influence d'un l'agent carcinogene : le Methylcholanthrene (MCA). Des souris
sauvages 129/SvEv ou immunodéficientes (RAG-2 -/-), sont traitées avec 100ug de MCA afin
d'obtenir des tumeurs dont les cellules sont récupérées dans le but d'établir les lignées corres-
pondantes. Des cellules de chaque lignée tumorale sont injectées en sous-cutanée a des souris
immunodéficientes RAG-2 -/-. Les deux types de cellules tumorales proliférent et induisent le
développement de tumeurs chez 100% des animaux immunodéficients. Ces lignées sont éga-
lement injectées a des souris sauvages. La lignée tumorale obtenu chez une souris sauvage

129/SvEv induit une tumeur chez 100% des animaux, alors que la lignée tumorale obtenue
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chez la souris immunodéficiente RAG-2-/- n'induit le développement d'une tumeur que dans
50% des cas chez la souris immunocompétente. Les tumeurs générées chez I'animal immuno-
compétent sont donc qualitativement différentes des tumeurs développées par un animal im-
munodéficient. Cette observation a conduit les auteurs a formuler I'hypothése du "cancer im-

munoediting" (Shankaran et al., 2001).

C. "Immunoediting des cancers"

Le "cancer immunoediting" est une réactualisation du concept de l'immunosurveil-
lance qui tient compte a la fois de la capacité¢ du systéme immunitaire a reconnaitre et élimi-
ner des cellules tumorales, et de son role dans la sélection de variants tumoraux Sous-
immunogenes. Dunn et ses collégues proposent ainsi que le cancer immunoediting se déroule
en trois phases (Dunn et al., 2004).

La premicre phase reprend le concept de I'immunosurveillance, c'est la phase d'élimi-
nation. Le systéme immunitaire reconnait et détruit totalement la tumeur en développement,
grace a 1'établissement d'une réponse immunitaire adaptative spécifique dirigée contre la tu-
meur. Cette phase d'élimination est un processus continu qui est répété a chaque fois qu'une
tumeur ayant des caractéristiques antigéniques nouvelles et identifiables se développe.

Le systétme immunitaire applique ainsi une pression de sélection Darwinienne sur les
cellules tumorales naissantes, et favorise la génération de nouvelles cellules tumorales peu
immunogenes. Des lors s'installe un équilibre dynamique dans lequel le systeme immunitaire,
par l'action des lymphocytes et de I'lFN-y, exerce une pression suffisante sur les cellules tu-
morales pour limiter leur prolifération, mais pas pour les éliminer totalement. Récemment, il a
¢té démontré que I'immunité innée participe activement au cancer immunoediting, notamment
par l'intermédiaire de Neutrophiles Associés aux Tumeurs (TAN). Sous l'influence du TGF-3
produit par la tumeur, les TANs sécrétent la Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) essentielle
a la progression tumorale et a la néovascularisation (Berger-Achituv et al., 2013). Les macro-
phages de type 1 (M1) joueraient également un role important dans ce phénomene de cancer
immunoediting suite a leur activation par I'I[FN-y sécrété par les lymphocytes Natural Killers
(NK) en I'absence d'immunité adaptative (O'Sullivan et al., 2012). Cette phase d'équilibre est
de durée variable mais représente la phase la plus longue du cancer immunoediting.

Finalement les cellules tumorales peu immunogenes sélectionnées pendant la phase
d'équilibre peuvent proliférer malgré la présence d'un systeme immunitaire fonctionnel : c'est

la phase d'échappement. Les cellules tumorales ont développé la capacité d'inhiber 'action des
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différents effecteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale. La perte de I'expression des
molécules du CMH de classe I (Atkins et al., 2004), I'inhibition des mécanismes de lyse par le
systtme Granzyme-B-perforine en surexprimant un inhibiteur la sérine protéase PI-9
(Medema et al., 2001), la sécrétion de TGF- (Sanjabi and Flavell, 2010), I'expression consti-
tutive de l'indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO) (Uyttenhove et al., 2003), qui dégrade le tryp-
tophane indispensable a la prolifération des LT, sont autant de mécanismes impliqués dans la

tolérance du systéme immunitaire aux tumeurs.

D. Roles des lymphocytes T CD8+ Cytotoxiques

Les lymphocytes T CD8+ font partie des cellules effectrices de la réponse immuni-
taire. Cette population est caractérisée par l'expression du récepteur des cellules T (TCR)
constitué¢ de deux chaines af. Ce sont des cellules cytotoxiques capables de lyser les cellules
qui expriment, dans le cadre de restriction HLA de classe I du CTL, I'antigéne reconnu par le
TCR. Ce contact est dépendant de la molécule CDS et initie la lyse de la cellule reconnue. Un
mécanisme précoce de lyse met en jeu la sécrétion de perforine et de granzyme par le CTL
activé. La perforine forme des pores dans la membrane cytoplasmique de la cellule cible,
permettant ainsi l'entrée du granzyme qui induit l'apoptose en clivant des protéines pro-
apoptotiques (Stinchcombe et al., 2001). Un second mécanisme met en jeu la protéine FasL
sécrétée ou exprimée a la membrane du CTL. FasL se lie a son récepteur sur la cellule cible et
induit l'activation du programme d'apoptose (Shresta et al., 1998). Les CTL activés peuvent
également sécréter du TNF-a qui, une fois fixé sur le récepteur exprimé par les cellules tumo-
rales, induit l'apoptose (Andersen et al., 2006). Les CTL activés sécretent également de I'I[FN-
v, une cytokine qui sensibilise la cellule cible a la lyse par le CTL en augmentant la présenta-
tion des antigenes dans les molécules HLA-I ainsi que I'expression du récepteur Fas qui pour-
ra étre engagé par le CTL et conduire a 1'apoptose de la cellule cible (Andersen et al., 2006).

L'infiltration dans la tumeur de lymphocytes T cytotoxiques est associée a un bon pro-
nostic (Galon et al., 2006). Cette observation suggere que les CTL jouent un role majeur dans
la réponse immunitaire anti-tumorale. La possibilit¢ de transférer 1'immunité anti-tumorale
d'un individu a un autre a été démontrée deés 1972 chez la souris par transfert "adoptif” de cel-
lules T d'une souris immunisée vers une souris naive, ainsi protégée contre 1'établissement
d'une tumeur (Rouse et al., 1972). Chez 'homme, ces lymphocytes T spécifiques reconnais-
sant les cellules tumorales ont notamment €té décrits chez des patients atteints de mélanome

(Knuth et al., 1984). Une fois isolés, ces CTL peuvent proliférer et lyser la lignée de cellules
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tumorales autologues et les lignées tumorales allogéniques qui expriment l'antigéne reconnu
dans la restriction HLA de classe I du CTL. Ces découvertes ont conduit au développement de
stratégies thérapeutiques de "transfert adoptif” consistant en l'injection a des patients de
grandes quantités de CTL autologues ou allogéniques reconnaissant les cellules tumorales, et
amplifiés ex vivo. Les CTL injectés peuvent étre monoclonaux ou polyclonaux (Zhou and
Levitsky, 2012). En général, des injections d'interleukine 2 (IL-2) sont réalisées pour amélio-
rer la survie des cellules injectées (Rosenberg et al., 1994). La découverte des antigénes de
tumeurs a permis la sélection puis 1'amplification de CTL monoclonaux reconnaissant un an-

tigéne de tumeur spécifique.

E. Les antigenes de tumeur

I1 existe deux catégories d'antigénes de tumeur : les antigénes uniques et les antigenes
partagés. Aujourd'hui, un grand nombre de ces antigenes (épitopes et restrictions HLA) est

répertorié dans la base de données (http://www.cancerimmunity.org).

Les antigeénes uniques résultent d'une mutation ponctuelle qui affecte généralement la
séquence codante d'une protéine. Cette mutation est généralement unique et son expression
est restreinte a un patient. Parfois, cette mutation est partagée par un petit groupe de patients
comme dans les cas de la mutation N-RAS Q61R (Linard et al., 2002).

Les antigénes de tumeur partagés peuvent €tre subdivisés en trois catégories : les
"Cancer Testis Antigens" (CTA), les antigénes de différenciation et les antigénes surexprimeés.

Les CTA sont exprimés uniquement dans les cellules tumorales. Les seules cellules
saines qui expriment ces CTA sont les cellules du placenta et de la lignée germinale (Scanlan
et al., 2004). Ces cellules bénéficient d'un statut immuno-privilégié et n'expriment pas de
HLA de classe I. Le développement d'une réaction immunitaire contre ces antigenes ne pro-
voquera donc pas la destruction des tissus sains. Des réponses spontanées lymphocytaires et
humorales contre ces antigénes ont été observées chez des patients (Caballero and Chen,

2009). Les antigenes MAGE, BAGE, XAGE et LAGE (dont LAGE-2 ou NY-ESO-1) appar-

tiennent a cette famille (http://www.cancerimmunity.org). NY-ESO-1 est un des CTA les plus
¢tudiés. Il a été découvert 4 New York en 1997 par Chen et ses collaborateurs, a partir des
cellules tumorales d'un patient atteint d'un cancer de I'cesophage, grace a sa capacité a générer
une réponse anticorps spontanée chez ce patient. Ce CTA est codé par le gene CTAGI porté
par le chromosome X (Xqg28) (Chen et al., 1997). Sa fonction biologique dans les cellules

germinales n'est pas connue. NY-ESO-1 est exprimé notamment dans 40% des mélanomes,
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25% des cancers du poumon non a petites cellules et de maniére remarquable dans 80% des
sarcomes synoviaux (Gnjatic et al., 2006). Des réponses LT CD8+ spontanées ont été mises
en évidence, reconnaissant majoritairement des épitopes contenus dans la partie centrale de la
protéine, notamment 1'épitope 157-165 reconnu dans le contexte HLA-A*0201 (Jager et al.,
1998).

Les antigeénes de différenciation sont exprimés par les cellules tumorales et le tissu
sain dont la tumeur est issue. C'est le cas des antigénes Tyrosinase et MART-1/MELAN-A
exprimés par les mélanocytes sains et les cellules de mélanomes. Générer une réaction immu-
nitaire contre ces antigénes peut conduire au développement de réactions auto-immunes

(http://www.cancerimmunity.org).

Les antigénes surexprimés sont exprimés par de nombreux tissus sains mais sont su-
rexprimés par les cellules tumorales. Dans cette famille on retrouve notamment les antigénes

CEA, MUCI, Her-2/neu, EpCAM, MMP-2, p53 (http://www.cancerimmunity.org).

Le transfert adoptif de lymphocytes T a montré des résultats encourageants ces der-
niéres années mais reste une procédure lourde (Chouaib et al., 2006; Dudley et al., 2002;
Mackensen et al., 2006). D'autres stratégies d'immunothérapie développent la possibilité d'uti-
liser les propriétés des cellules dendritiques pour stimuler une réponse immunitaire anti-
tumorale spécifique et durable, puisque ces cellules jouent un role clé dans l'initiation des

réponses lymphocytaires.
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IIIL. Les cellules dendritiques (DC)
A. Découvertes et généralités

Ralph Steinman présente dés 1973 une série de publications dans le "Journal of Expe-
rimental Medicine" dédiées a la description du phénotype et des fonctions d'une nouvelle po-
pulation cellulaire isolée initialement de rates de souris (Steinman et al., 1975; Steinman and
Cohn, 1973; Steinman and Cohn, 1974; Steinman et al., 1974). Le prix Nobel de médecine ou
physiologie lui sera décerné pour cette découverte en 2011. Ces cellules, qui différent des
granulocytes, lymphocytes et phagocytes mononuclées, présentent un cytoplasme large et ont
la particularité de présenter des pseudopodes de taille et de nombre variables. Les auteurs ont
mis en évidence dans cette population des cellules présentant des morphologies variées allant
de la cellule allongée avec deux pdles distincts, a la cellule présentant de multiples dendrites
ayant un aspect proche de celui d'un neurone (Figure 5). Le nom retenu pour caractériser
cette nouvelle population sera donc celui de cellule dendritique (DC) (Steinman and Cohn,
1973). Lors de leurs premiéres observations, Steinman et ses collégues décrivent les DC
comme ayant une faible capacité d'endocytose (Steinman and Cohn, 1973), n'étant pas des
cellules souches ou des précurseurs des érythrocytes ou des cellules myéloides et ne retenant

ni les antigeénes, ni les complexes immuns a leur surface (Steinman and Cohn, 1974).
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Figure 5 : Cellules dendritiques isolées de rate de souris observées par Steinman et ses
collaborateurs en microscopie a contraste de phase, (a) d'un ganglion lymphatique cer-
vical (b) et des plaques de Peyer (¢) (Steinman and Cohn, 1973).

Les DC représentent une population distincte de cellules présentatrices d'antigenes
(CPA). Présentes dans tous les tissus sous forme immature, elles opérent le lien entre I'immu-
nité innée et 1'immunité adaptative et ont pour fonction principale de maintenir la tolérance ou
de déclencher la réponse immunitaire. La capacité des DC a induire la tolérance immunitaire
ou a activer la réponse immunitaire dépend essentiellement de leur état de maturation. Ce mo-
dele simplifié admet qu'en absence d'infection ou de signaux de danger, les DC sont dans un
état immature et présentent les antigénes du "soi" aux Lymphocytes T (signal 1) en 1'absence

des molécules de costimulation, ce qui a pour conséquence l'apoptose ou I'anergie des LT ou
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leur différenciation en LT régulateurs (LTreg). Les DC immatures participent ainsi au phé-
nomene de tolérance périphérique (Dhodapkar et al., 2001; Roncarolo et al., 2001; Steinman
et al., 2000). En situation de danger, les DC sont capables, grace a I'expression d'un répertoire
de récepteurs conservés : les "Pathogen Recognition Receptors" (PRR), d'intégrer les signaux
moléculaires relatifs a ce danger. L'activation des PRR a pour conséquence la migration des
DC vers les ganglions lymphatiques drainant et I'activation de leur programme de maturation.
Ceci leur permet aussi d'exprimer les molécules de costimulation et les cytokines nécessaires
a la présentation efficace des antigénes conduisant a l'activation des LT naifs. Les DC matures
sont alors capables de délivrer de maniére concomitante les signaux 1 et 2 d'activation néces-
saires aux LT naifs : liaison au récepteur T (TCR) et signal de costimulation. Les DC présen-
tent des capacités remarquables de présentation des antigénes aux lymphocytes T CD8+ dans
le contexte des molécules HLA de classe I et aux Lymphocytes T CD4+ dans le contexte
HLA de classe II. Ce sont également les seules CPA capables d'activer des lymphocytes naifs.
Ces propriétés fonctionnelles font des DC une cible prioritaire des stratégies vaccinales et

d'immunothérapie anti-tumorale (Vulink et al., 2008).

B. "Pathogen Associated Molecular Patterns" (PAMP)

Les PAMP sont des motifs moléculaires conservés entre les pathogenes, et reconnus
par les "Pathogen Recognition Receptors" (PRR). Les PAMP constituent le signal 0, défini
par Charles Janeway et qui précede les signaux 1, 2 et 3 nécessaires a l'activation de la ré-
ponse immunitaire adaptative (Janeway, 1989). Ce signal est nécessaire a l'activation de la
réponse immunitaire innée, et notamment a la maturation des DC qui operent le lien entre
I'immunité innée et I'immunité adaptative. Les PAMP sont majoritairement représentés par les
ARN et ADN viraux simple ou double brins riches en ilots CpG non méthylés, 'ADN bacté-
rien et d'autres composants bactériens comme les lipopolysaccharides (composant de la paroi
des bactéries Gram négatives), les diacyl ou triacyl lipopeptides, la flagelline ou encore cer-

tains constituants des champignons (Doughty, 2011).
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C. "Pathogen Recognition Receptors' (PRR)

La reconnaissance du danger li¢ a l'intrusion d'un pathogéne (PAMP) est réalisée par
une série de récepteurs exprimés par les cellules de 1'immunité innée, et notamment par les
cellules dendritiques : les PRR. Ces récepteurs peuvent étre classés en fonction de leurs pro-
priétés : signalisation et endocytose. Ainsi, les PRR de signalisation sont représentés par les
"Toll-Like Receptors" (TLR), "RIG-I Like Receptors" (RLR) et les "NOD-Like Receptors"
(NLR) et les PRR d'endocytose sont représentés par les "C-Type Lectin Recepetors" (CLR) et
les "Scavenger Receptor" (SR).

i.  Les PRR de signalisation

Dix membres de la famille des TLR ont été¢ identifiés chez I'nomme. Les TLR recon-
naissent notamment des motifs moléculaires associés aux virus et aux bactéries, dans le do-
maine extracellulaire et dans les compartiments endo-lysosomaux. Leurs fonctions sont plus
largement décrites dans la section ""Les Toll-Like Receptor (TLR) humains".

La famille des RLR comprend trois membres : RIG-I, MDA-5 et LGP2 qui participent
a la reconnaissance des ARN viraux présents dans le cytoplasme des cellules infectées. RIG-I
et MDA-5 contiennent un domaine "DExD/H box RNA helicase" qui leur permet de fixer les
ARN et un domaine "Caspase activation and recruitment domain" (CARD) essentiel pour la
transduction du signal. L'engagement des RLR conduit a l'activation des facteurs de transcrip-
tion IRF3, IRF7 et NF-«B aboutissant a la synthése d'IFN-f et de cytokines pro-
inflammatoires. LGP2 est capable de fixer les ARN viraux mais ne contient pas de domaine
CARD. Son role exact n'est pas déterminé mais il pourrait agir comme un régulateur négatif
de RIG-I et MDA-5 par compétition, en captant les ARN sans induire de signalisation en aval
(Doughty, 2011).

Les NLR sont des protéines cytoplasmiques impliquées dans la reconnaissance de
PAMP bactériens et viraux. Chez I'homme, 23 génes codent pour des protéines de la famille
NLR. Les NLR peuvent étre subdivis€s en 2 catégories : les récepteurs de type NOD et les
récepteurs de type NALP. Les récepteurs NOD sont spécialisés dans la reconnaissance des
peptidoglycanes des bactéries Gram négatives (NOD1) et des dipeptides muramyl, consti-
tuants des bactéries Gram négatives et positives (NOD?2). La reconnaissance des PAMP par

les récepteurs de type NALP conduit a l'activation de 1'inflammasome qui permet l'activation
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de la caspase 1 responsable de la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1p,

IL-18 et IL-33 (Kawai and Akira, 2009).

ii.  Les PRR d'endocytose

Les récepteurs de type lectine-C (CLR) sont spécialisés dans la reconnaissance des
motifs glycosylés des antigénes de maniere dépendante au Calcium grace a l'expression d'un
ou de plusieurs domaines "carbohydrate recognition domain" (CRD) (Figdor et al., 2002).
Deux groupes de CLR peuvent étre distingués en fonction de l'orientation de la protéine lors-
qu'elle est insérée dans la membrane du réticulum endoplasmique. Les CLR du groupe I sont
des protéines transmembranaires de type 1. Elle possédent un seul domaine transmembranaire,
et leur extrémité N-Terminale est exposée du coté extracellulaire de la membrane plasmique.
Les CLR du groupe II sont des protéines transmembranaires de type II. Elle possédent un seul
domaine transmembranaire, et leur extrémité N-Terminale est exposée du coté cytoplasmique
de la membrane cellulaire. Le groupe des CLR de type I comprend le "Macrophage Manose
Receptor" et DEC-205. Le group des CLR de type II comprennent DC-SIGN, la Langerine,
DCIR, CLECI, Dectin-1, Dectin-2, DLEC mais aussi BDCA2. Les domaines intra-
cytoplasmiques des CLR sont diverses et contiennent des motifs conservés important pour
l'internalisation des antigénes (di-leucine, tri-acide ou des motifs tyrosine), c'est le cas du
MMR, de DEC-205 ou DC-SIGN. D'autres CLR contiennent des motifs permettant la trans-
duction de signaux. Les récepteurs de type DCIR contiennent un motif inhibiteur (ITIM) alors

que les récepteurs de type Dectine-1 contiennent un motif activateur (ITAM).

Figure 6 : Deux types de récepteurs de type lectine-C sont exprimés par les cellules den-
dritiques (Figdor et al., 2002) (CLEC-1) C-type lectin receptor 1 ; (DCIR) dendritic cell
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immunoreceptor ; (DC-SIGN) dendritic-cell specific (ICAM-3) grabbing non-integrin ;
(DLEC) dendritic cell lectin ; (ITAM) immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;
(ITIM) immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif ; (MMR) macrophage mannose re-
ceptor.

Les scavenger receptor (SR) reconnaissent et internalisent des lipides, des séquence
ADN contenant des motifs CpG, des macromolécules et des lipoprotéines de faible densité
(LDL) modifiées par oxydation ou acétylation. Il en existe plusieurs SR dont SR-A I/ll, SR-B
(CD36), et Lox-1 (Doughty, 2011). En condition de stress, les cellules produisent des pro-
téines chaperonnes qui aident les protéines néosynthétisées a acquérir leur conformation tri-
dimensionnelle. Yves Delneste et Pascale Jeannin ont démontré qu'une de ces protéines cha-
peronnes (HSP70) est reconnue de manicre spécifique par le récepteur scavenger Lox-1
(Delneste et al., 2002). La protéine chaperonne HSP70 permet ainsi aux peptides auxquels

elle est associée d'étre captés par les DC puis adressés dans la voie de présentation croisée.

D. La théorie du danger

Initialement, la reconnaissance du "non-soi" définissait le critére d'activation du sys-
teme immunitaire. Cependant, sous différentes conditions, cette reconnaissance binaire par le
systéeme immunitaire du "soi" et du "non-soi" ne suffit pas a expliquer les modalités de son
activation. Le systéme immunitaire peut s'activer contre des antigéne du "soi" ; c'est le cas des
maladies auto-immunes ou, a contrario, "tolérer" la présence de microorganismes ; c'est le cas
de la flore commensale du tractus digestif. Un modele plus complexe sous-tend 1'activation du
systtme immunitaire. En 1994, Polly Matzinger remet en cause le postulat selon lequel la
reconnaissance du "non-soi" est le fondement de la réponse immunitaire et propose le modele
des signaux de danger (Matzinger, 1994). Elle propose ainsi que les cellules présentatrices
d'antigénes, notamment les DC, reconnaissent des signaux de danger produits par les cellules
mourantes ayant subi un stress. Elle oppose a cette mort associée aux signaux de danger la
mort cellulaire programmée : l'apoptose, qui n'est pas source de signaux de danger. Polly
Matzinger développe 1'idée que la réponse immunitaire orchestrée par les LT ne survient pas
uniquement parce que ces Lymphocytes ont subi une sélection thymique néonatale qui a per-
mis une définition du "so1", ni parce qu'ils seraient capables de reconnaitre activement les
pathogeénes, mais qu'elle serait modulée par la réponse adaptée des cellules présentatrices

d'antigénes aux signaux de danger, provenant de cellules mourantes ou infectées de leur envi-
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ronnement, qu'elles intégrent en permanence. Cette théorie a conduit a I'identification de dif-

férentes formes de morts cellulaires immunogenes.

E. Mort cellulaire immunogene et ""Damage Associated Molecular Patterns"

Dépendant du stimulus qui l'initie, la mort cellulaire peut étre considérée comme im-
munogene, silencieuse ou tolérogene. La condition qui régit I'immunogénicité de la mort cel-
lulaire est la libération concomitante de signaux de danger et d'antigénes. La mort cellulaire
immunogene (MCI) implique des modifications dans la composition de la surface cellulaire
ainsi que la libération de médiateurs solubles. L'ensemble de ces signaux est intégré par les
PRR exprimés par les DC et stimule leurs propriétés de présentation des antigénes (Kroemer
et al., 2013).

L'immunogénicité de la mort cellulaire est souvent associée au processus de nécrose
provoqué par un traumatisme ou un dommage cellulaire induit par un agent chimique. La né-
crose est caractérisée par une augmentation du volume cellulaire et la perte de l'intégrité de la
membrane cytoplasmique, provoquant la libération d'une partie du contenu cellulaire. Cer-
taines des molécules libérées par la cellule nécrotique peuvent étre reconnues comme des si-
gnaux de danger par les cellules de I'immunité innée, notamment les cellules dendritiques, les
monocytes et les macrophages, et induire 1'inflammation.

La mort cellulaire par apoptose est caractérisée par la contraction du volume cellulaire,
la condensation de la chromatine, la destruction du noyau puis la formation de corps apopto-
tiques. Classiquement, ce mode de mort cellulaire est considéré comme non immunogene,
voir tolérogéne, car il survient de fagon contr6lé par le programme génétique et implique
I'élimination rapide des corps apoptotiques par les cellules phagocytaires, sans libération du
contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire. Cependant, I'apoptose peut, sous certaines
conditions, recouvrir un caractére immunogene.

La MCI est caractérisée par les trois éléments suivants : 1) I'expression membranaire
de calréticuline (CRT), une protéine du réticulum endoplasmique (RE) exposée a la mem-
brane plasmique et qui constitue ainsi un signal de phagocytose ("eat me signal") pour les DC
qui expriment son récepteur, la molécule CD91 (Gardai et al., 2005) ; 2) la libération de mo-
lécules d'ATP dans le milieu extracellulaire ce qui implique que la cellule posséde des capaci-
tés d'autophagie (Michaud et al., 2011). En agissant sur le récepteur purinergique P,X5 expri-
mé par les DC, I'ATP induit l'activation d'un PRR de la famille des "NOD-Like Receptor"

(NLRP3) conduisant a la formation de l'inflammasome responsable de la sécrétion d'IL-1f qui

42



favorise a son tour l'activation de lymphocytes T cytotoxiques anti-tumoraux (Ghiringhelli et
al., 2009) ; 3) la libération dans le milieu extracellulaire de la protéine "high mobility group
box 1" (HMGB-1), une protéine nucléaire non-histone associée a 'ADN (Kroemer et al.,
2013). Les fonctions immuno-adjuvantes d'HMGB1 dépendent essentiellement de son interac-
tion avec le TLR4 exprimé par les DC en augmentant 1'expression de la pro-IL1J et en opti-
misant la présentation des antigénes en prévenant leur dégradation lysosomale (Apetoh et al.,
2007). L'ensemble des signaux de danger qui caractérise le processus de MCI est regroupé
sous l'appellation "Damage Associated Molecular Patterns" (DAMP).

En plus de ces signaux fondamentaux, les cellules mourantes et stressées peuvent libé-
rer une collection de DAMP qui vont agir comme des adjuvants sur les cellules de I'immunité
innée (Tableau 2) (Krysko et al., 2012). Par exemple, les protéines de choc thermique (Heat
Shock Proteins - HSP), qui participent en temps normal a la bonne conformation des protéines
néo synthétisées, peuvent induire la maturation de cellules présentatrices d'antigénes optimi-
sant ainsi leur capacité a moduler la réponse immunitaire, en sécrétant les cytokines appro-
priées (Srivastava, 2002). Les HSP libérées dans le milieu extracellulaire, lors de la mort cel-
lulaire immunogene, facilitent 1'adressage de peptides qu'elles contiennent dans les voies de
présentations crois€es des antigénes, en se fixant sur les récepteurs appropriés des cellules
présentatrices d'antigenes (Delneste et al., 2002; Li et al., 2002)

Il est aujourd'hui évident que les DAMP libérés par les cellules subissant une MCI
agissent comme des adjuvants responsables de I'activation la réponse immunitaire. Dé&s lors,
de nombreuses stratégies anti-tumorales ont pour objectif I'induction d'une MCI dans le but de
participer au rejet de la tumeur. Ainsi des cellules tumorales traitées in Vvitro par certaines
chimiothérapies (anthracycline) puis implantées chez des souris syngéniques immunocompé-
tentes ont permis de protéger ces animaux contre 1'établissement d'une tumeur suite a la réin-
jection de cellules tumorales, vivantes cette fois-ci (Obeid et al., 2007). Aujourd'’hui de nom-
breuses molécules sont répertoriées comme inducteur de mort cellulaire immunogéne notam-
ment la doxorubicine, l'oxaliplatine, la cyclophosphamide, le Bortezomib, les glycosides car-
diaques, la Mitoxantrone,... mais également les UV-C, les irradiations y et certains virus onco-
lytiques (Kroemer et al., 2013; Krysko et al., 2012). Les inducteurs de MCI partagent tous la
propriété d'induire de maniére concomitante la production d'espéces réactives de 'oxygene
(ROS) et un stress du réticulum endoplasmique (RE). Ces conditions sont également regrou-
pées lors des infections virales. La production de ROS perturbe I'homéostasie du RE et con-
duit a l'activation de la voie "Unfolded Protein Response" (UPR) qui, si le stress est trop im-

portant, aboutit a l'activation des mécanismes de 1'apoptose mitochondriale (Krysko et al.,
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2012). Ainsi, le virus oncolytique de la rougeole a démontré sa capacité a induire 1'expression
de différents DAMP tels que I'IL-6, HMGBI, la CRT, HSP70 et GP96 (Donnelly et al., 2013;
Gauvrit et al., 2008).

Plusieurs observations récentes ont mis en ¢vidence, chez 1'Homme, le bénéfice d'induire une

mort cellulaire immunogéne dans le cadre de thérapies anticancéreuses par anthracyclines.

I1 existe un polymorphisme du géne codant pour le récepteur purinergique P2X7 hu-
main. La mutation (Glu496Ala) (~30% de la population caucasienne) est associée a une dimi-
nution de liaison a I’ATP et a une diminution de la sécrétion d’IL-1 par les monocytes hu-
mains (Sluyter et al., 2004). Une étude sur la survie sans progression de patientes porteuses de
cancers du sein non métastatiques et traitées par anthracyclines a été réalisée et analysée en
fonction de leur génotype P2X7. La survenue de métastases chez les patientes présentant la
mutation (Glu496Ala) est significativement plus élevée que chez les patientes ne présentant
pas cette mutation (Ghiringhelli et al., 2009). Ces résultats mettent en évidence le rdole béné-
fique de libération d'ATP sur I'efficacité des traitements anticancéreux.

Il existe également un polymorphisme sur le géne codant le TLR4 (le récepteur
d'HMGB1), notamment la substitution Asp299Gly (fréquence ~ 17.1%) qui affecte son do-
maine extracellulaire et diminue son affinit¢ pour HMGBI1. Une étude rétrospective a été réa-
lisée sur une cohorte de 280 patientes atteintes de cancer du sein avec envahissement des gan-
glions lymphatiques et traitées par radiothérapie et chimiothérapie par anthracyclines. La sur-
vie sans métastase des femmes porteuses de la substitution Asp299Gly est significativement
plus faible chez les patientes non mutées. Cette mutation du TLR4 a ainsi pu étre identifiée
comme un facteur prédictif du succes thérapeutique d’un traitement a base d'anthracyclines
(Apetoh et al., 2007).

Ces ¢études mettent en lumiere le role bénéfique de la mort cellulaire immunogene dans

la réponse aux traitements anticancéreux chez I'homme.
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Tableau 2 : DAMP associés au processus de MCI et leurs fonctions (Krysko et al., 2012).

DAMP Récepteur Mort cellulaire Fonctions
Induit 1'activation de l'inflam-
Nécrose masome dans les DC ce qui
ATP P X5 Apobiose immunoedne conduit a la sécrétion des
pop & cytokines IL-1B et IL-18.
Agit comme un signal de
phagocytose "eat-me". La
. . i . CRT est un médiateur crucial
Calréticuline CD91 Nécrose secondaire pour Il'immunogénicité des
Apoptose immunogéne cellules tumorales (Obeid et
al., 2007).
Aide a la reconnaissance des
F-actine CLEC9A Nécrose cellules mourrantes par les DC
Nécrose secondaire CD141+
Chimioattractant pour les
Heat Shock Protein CD91, Loxl1 ¢ monocytes et les neutrophiles.
ccrose . Active les cellules NK et les
(HSP) TLR2/TLR4 Apoptose Immunogéne | .
TLR2/TLR4 Nécrose Agit comme agent chlmloat-
HMGB1 A tractant et de maturation sur
RAGE poptose les DC
Autophagie ’
IL-1qa IL-1R Nécrose Cytokine pro-inflammatoire
Agit sur les macrophage et
1L-33 ST2 Nécrose LTHZ en favorlsan't la sécré-
tion de cytokine pro-
inflammatoires
1L-6 IL-6R et GP130 Nécroptose Cytokine pro-inflammatoire
Cristaux d'acide urique. Induit
Monosodium Urate Inconnu Nécrose la maturation des DC et chi-

mioattractant pour les neutro-
philes.

F. Les Toll-Like Receptor (TLR) humains

Les TLR sont probablement les PRR les plus étudiés depuis la découverte de 1'implica-

tion du récepteur Toll dans I'immunité anti-fongique chez la mouche Drosophile par I'équipe

du prix Nobel 2011, le Pr. Jules Hoffmann en 1996 (Lemaitre et al., 1996), puis de son homo-
logue chez I'homme nommeé "Toll-Like Receptor" (TLR) (Rock et al., 1998). Les TLR consti-

tuent une famille de protéines transmembranaires phylogénétiquement conservées, caractéri-

sées par un domaine extracellulaire comprenant des motifs Leucin Rich Repeat (LRR), qui

jouent un role majeur dans la reconnaissance des agents pathogenes et un domaine intracellu-

laire de type Toll/IL-1R homology domain (TIR) responsable de la transduction du signal

(Kawai and Akira, 2010). Treize membres de la famille des TLR ont été identifiés chez les




mammiferes dont 10 chez I'homme. Les TLR1 a 9 sont exprimés chez I'homme et la souris.
Chez la souris, le TLR10 est non fonctionnel et chez 'homme les TLR11, TLR12 et TLR13
ont été ¢liminés du génome (Kumar et al., 2011). Les TLR sont impliqués dans la reconnais-
sance des DAMP et reconnaissent ¢galement une grande variét¢é de PAMP de natures diffé-
rentes tels que des protéines, des lipoprotéines, des lipides et des acides nucléiques dérivés de
virus, de parasites, de champignons ou de bactéries (Tableau 3) (Akira et al., 2006). IIs peu-
vent étre classés en deux catégories en fonction de leur localisation cellulaire. Les TLR ex-
primés a la surface de la membrane plasmique (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 et TLR10)
qui reconnaissent majoritairement les composants de surface des micro-organismes patho-
genes et les TLR exprimés dans le compartiment intracellulaire endo/lysosomal (TLR3,
TLR7, TLR8 et TLR9) qui reconnaissent spécifiquement les acides nucléiques de ces micro-

organismes (Kawai and Akira, 2010).

i.  Les TLR de surface

Le TLR4 est un des membres les plus connus des TLR de surface. Complex¢ avec la
molécule accessoire MD2, il est le senseur principal du lipopolysaccharide (LPS) composant
de la paroi des bactéries Gram négatives. Le complexe TLR4/MD2 forme une poche hydro-
phobe capable d'interagir avec les lipides du LPS. Le LPS est délivré a ce complexe grace a
l'intervention de deux autres molécules : le CD14, associé avec la "LPS Binding Protein"
(LBP) qui lie le LPS pour faciliter son chargement sur le complexe TLR4/MD2. Le complexe
résultant TLR4/MD2/LPS recrute une molécule adaptatrice intracellulaire permettant la trans-
duction du signal (Akashi-Takamura and Miyake, 2008).

Le TLR2 est impliqué dans la reconnaissance d'une large gamme de PAMP, notam-
ment les lipopeptides et 1'acide lipoteichoique des bactéries Gram positives, le zymozan des
champignons et I'hémagglutinine du virus de la rougeole (Akira et al., 2006). Le TLR2 peut
former des hétérodimeres, majoritairement avec TLR1 ou TLR6, pour augmenter l'affinité de
la reconnaissance de certains PAMPs. L'hétérodimere TLR1/TLR2 est impliqué dans la re-
connaissance des triacyl-lipopeptides des bactéries Gram négatives et 1'hétérodimere
TLR6/TLR2 reconnait spécifiquement les diacyl-lipopeptides des bactéries Gram positives et
des mycoplasmes.

En plus d'étre sensibles a toute une variét¢ de molécules issues du "non-soi", les TLR
sont également impliqués dans la reconnaissance de motifs moléculaires du "soi" que j'ai dé-

crit précédemment (DAMP) (Tableau 3).

46



Tableau 3 : : Les motifs moléculaires du "non-soi" (PAMP) et du "soi'" (DAMP) recon-
nus par les TLR. D'apres (Akira et al., 2006; Kumar et al., 2011; Rosin and Okusa, 2011)

Ligands TLR

Damage Associated Molecular Patterns

HMGBI1 TLR2/TLR4
Protéines S100 TLR4
Heat Shock Protein TLR2/TLR4
Cristaux d'acide Urique TLR2/TLR4
Défencines TLR4

Protéines de la matrice extracellulaire:

e Hyaluronan TLR2/TLR4
e Biglycan
Fibrinogen TLR4
Histone TLRY9

Pathogen Associated Molecular Patterns

D'origine Bactérienne:

LPS TLR4
Diacyl Lipopeptides TLR6/TLR2
Triacyl Lipopeptides TLR6/TLRI1
Flagellin TLRS
ADN (CpG npn méthylé) TLR9
D'origine Fongique:

Zymozan TLR6/TLR2
D'origine Virale:

ADN TLRO
ARN double brin TLR3
(génomique et intermédiaires réplicatifs)

ARN simple brin TLR7/TLRS
Hémagglutinine (Virus de la Rougeole) TLR2

ii.  Les TLR intracellulaires

Le TLR3 a initialement été¢ décrit pour sa capacité¢ a détecter un analogue structural
d'un ARN viral double brin : l'acide polyinosinic-cytidylic (Poly(I:C)). La liaison de I'ARN
double brin au domaine extracellulaire du TLR3 augmente sa stabilité, permettant la forma-

tion d'un homodimere. Ainsi, le TLR3 est capable de reconnaitre I'ARN génomique du Réovi-
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rus, mais également les ARN double brins des intermédiaires réplicatifs d'autres virus, comme
le virus de la rougeole, le virus respiratoire syncitial ou certains petits ARN interférants
(Akira et al., 2006). L'activation du TLR3 déclenche une réponse immunitaire antivirale régu-
l1ée par la production d'interférons de type I et de cytokines inflammatoires. Il a d'ailleurs été
observé qu'un défaut d'expression de TLR3 chez I'homme augmentait la susceptibilité a cer-
taines affections virales notamment l'infection par le virus Herpes Simplex 1 (HSV-1) (Zhang
et al., 2007).

Le TLR7 humain peut étre spécifiquement activé par 1'Imiquimod (R-837) ou par le
resiquimod (R-848) qui active également le TLR8 (Gorden et al., 2005). De maniére générale,
le TLR7 est décrit comme ayant la capacité a détecter les ARN simple brin viraux (Virus de
I'Tmmunodéficience Humain, Virus Influenza, ...) (Beignon et al., 2005; Hemmi et al., 2002;
Wei et al., 2010). Le TLRS est phylogénétiquement treés proche du TLR7 et est activé égale-
ment par les ARN viraux simple brin et le R-848 (Kawai and Akira, 2010), mais pas par le R-
837.

Le TLRY reconnait le motif CpG non méthylé (2'-désoxyribo-cytidine-phosphate-
guanosine) fréquent dans I'ADN bactérien et viral et rare dans 'ADN des mammiféres. Les
Oligo-Désoxy-Nucléotides (ODN) agissent comme des ligands synthétiques du TLRY. Le
TLR9 permet la détection des infections virales et est principalement exprime, chez 1'homme,
par les cellules dendritiques plasmacytoides (Hemont et al., 2013; Kadowaki et al., 2001) et
les lymphocytes B (Bourke et al., 2003).

Les TLR7 et TLRY sont initialement localisés dans la lumiere du réticulum endoplas-
mique, puis exportés vers le compartiment endosomal sous le controle de la protéine
UNC93BI1 (Kim et al., 2008). L'activation des TLR7 et TLR9 requiert ensuite la présence

d'acide nucléique et 1'acidification de 1'endosome.

iii.  Deux voies principales de signalisation régulées par les TLR

Les voies de signalisation régulées par les TLR peuvent €tre subdivisées en deux
grandes catégories : la voie dépendante de MyD88 responsable de I'induction des cytokines
pro-inflammatoires et la voie dépendante de l'adaptateur TRIF, qui permet la synthése d'IFN
de type L.
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1. La voie "Mpyeloid differentiation primary response gene (88)"
(MYDS88)

Le recrutement de 'adaptateur MyD88 par le domaine TIR du TLR induit 'activation
en cascade de la voie des MAP kinases (MAPK) et aboutit a une forte activation du facteur de
transcription NF-xB. L'activation de NF-xB a pour conséquence la synthése de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IL-6 et I'[L-12p40 (Yamamoto et al., 2004). Dans les cellules den-
dritiques plasmacytoides, l'activation des TLR7 et TLR9 conduit a la synthése de grandes
quantités d'IFN de type I. Les pDC expriment de maniere constitutive le facteur de transcrip-
tion "Interferon Regulatory Factor 7" (IRF7), qui est recruté par I'adaptateur MyD88 suite a
l'engagement du TLR. L'activation d'IRF7 requiert sa phosphorylation par le complexe
TRAF3/ IKKo/IRAK1 (Kawai and Akira, 2008).

2. Lavoie "TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f"
(TRIF)

Elle concerne le TLR3 dont c'est la seule voie de transduction du signal et le TLR4,
capable de recruter a la fois la voie MyDS88 et la voie TRIF. Le recrutement de TRIF aboutit a
l'activation du facteur de transcription IRF3, ce qui a pour conséquence la production d'inter-
féron de type I (IFN-B) (Fitzgerald et al., 2003). Dans le cas du TLR4, I'activation de la voie
TRIF peut également induire 1'activation du facteur de transcription NF-xB par l'intermédiaire

de l'activation de TAK1 (Chang et al., 2009).

G. Les populations de DC humaines

Chez I'homme il existe plusieurs populations de DC qui présentent chacune la capacité
d'intégrer des signaux de danger différents grace a l'expression d'une collection spécifique de
PRR et particulierement de TLR. La complexité des différentes sous-populations de DC et
leurs propriétés individuelles ne sont pas encore totalement établies chez I'hnomme du fait de
leur rareté (~ 1% des PBMC). Si l'origine, la différenciation et les propriétés fonctionnelles
des DC murines ont été intensivement ¢tudiées (Merad et al., 2013), les données concernant
leurs homologues humaines sont moins abondantes et la comparaison directe entre les deux

especes n'est pas toujours évidente.
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Figure 7 : Populations des cellules dendritiques chez I'homme. D'aprés (Schott, 2006). 11
existe deux voies principales de différenciation des DC : la lignée myéloide dont dérive les
cellules de Langehrans retrouvées dans les épithélium stratifiés, les cellules dendritiques in-
terstitielles retrouvées dans les autres tissus et les DC myéloides circulantes, et la lignée lym-
phoide a partir de laquelle se différencieraient les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
(Liu, 2001). Toutefois il a ét¢ démontré, chez la souris, que les pDC peuvent également déri-
ver d'un progéniteur de la lignée myé¢loide (Shigematsu et al., 2004).

Les DC circulantes humaines sont décrites comme exprimant fortement les molécules
de classe II du CMH et particulierement le "Human Leukocyte Antigen" HLA-DR, et n'ex-
primant pas les marqueurs CD3 (Lymphocytes T), CD14 (monocytes), CD19/20 (Lympho-
cytes B), CD56 (Lymphocytes Natural Killer (NK)), la glycophorine-A (globules rouges), ni
le CD34 (Progéniteur hématopoiétique) (MacDonald et al., 2002). Elles peuvent étre divisées
en deux grandes catégories : les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) CD11¢’CD123™
et les cellules dendritiques conventionnelles ou myéloides (cDC / mDC) CD11¢'CD123"%
(Tableau 4). Dans les tissus, les mDC sont essentiellement représentées par les cellules de
Langerhans qui sont retrouvées dans la peau, le tractus respiratoire et génital et par les DC
interstitielles. Les pDC résident essentiellement dans les organes lymphoides et le sang
(Banchereau and Palucka, 2005). Les pDC sont caractérisées par l'expression des marqueurs
membranaires BDCA-2 (CD303) et BDCA-4 (CD304) et par leur capacité a produire de
grandes quantités d'interféron de type I (Colonna et al., 2004; Liu, 2005). Les DC convention-
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nelles peuvent étre subdivisées en 3 groupes : CD1c” (BDCA-1"), CD16" et CD141" (BDCA-
3") (Lindstedt et al., 2005; MacDonald et al., 2002). Les DC CD141+ sont I'équivalent des
DC CD8o+ chez la souris. Elles sont caractérisées par l'expression sélective du récepteur de
type Lectine-C Clec9A (Poulin et al., 2010; Zhang et al., 2012a) et du récepteur XCR1 a la
chimiokine XCL1 (Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010). Les DC CDI1c" et CD141" ont
un profil d'expression génétique unique qui les différencie des monocytes et des cellules
CD11c¢'CDI16" (Lindstedt et al., 2005). L'appartenance des cellules CD11¢'CD16" a la lignée
des DC est discutée, et récemment elles ont ét¢ exclues de la nomenclature des DC (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010).

Les différentes populations de DC conventionnelles et les pDC sont également carac-
térisées par leur profil d'expression des Toll-Like Receptors (TLR). Cette expression différen-
tielle confére a chaque population de DC une capacité particuliére a s'activer en réponse a
différents signaux de danger. Ainsi, les DC CDl1c+ expriment les TLR1, 2, 4, 5, 6, 8 et fai-
blement les TLR3 et 10. Elles présentent la particularité d'étre les seules a exprimer fortement
les TLR4 et 5 qui sont notamment impliqués dans la reconnaissance de composants bactériens
tels que la flagelline et le LPS (Tableau 3). Les DC CD141+ sont celles qui expriment le plus
le TLR3 impliqué dans la reconnaissance des ARN double brins. Les pDC constituent une
population unique de DC, ¢éloignée des mDC génétiquement et expriment un répertoire de
TLR qui les spécialisent dans la reconnaissance des acides nucléiques viraux et bactériens
(Lindstedt et al., 2005). Ce sont, en effet, les seules DC a exprimer les TLR7 et 9 respective-
ment impliqués dans la reconnaissance des ARN simple brin et des motifs CpG non-méthylés
de I'ADN viral (Gilliet et al., 2008) (Tableau 4). Toutefois, la restriction de I'expression du
TLR7 aux pDC, parmi les différentes populations de DC, est controversée. Les travaux de
Valladeau, Josien, Gilliet, Vasilakos et leurs collaborateurs montrent que le TLR7 serait ex-
prim¢é faiblement par les DC myéloides CD11c et plus particuliérement par les DC CDlc+
(Flacher et al., 2006; Gorden et al., 2005; Hemont et al., 2013; Ito et al., 2002), alors que les
travaux de Borrebaeck, Lanzavecchia, Liu et leurs collaborateurs montrent que le TLR7 serait
exprimé uniquement par les pDC (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001; Lindstedt et
al., 2005). Le TLR7 est exprimé par d'autres types cellulaires que les DC, notamment les ké-
ratinocytes (Flacher et al., 2006) et les lymphocytes B (Hornung et al., 2002).

Ce répertoire unique de TLR exprimé par chaque population de DC contribue a leur
fonction et 1'engagement des TLR aboutit a la sécrétion de cytokines différentes par chaque
population de DC. Les DC CD1c+ sécretent ainsi un grand nombre de cytokines en réponse a

I'engagement des TLR qu'elles expriment (IL-10/f, IL-6, IL-8, TNF-a). Il est intéressant de
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noter que ce sont les seules DC capables de synthétiser de 1'lL-12p70 en grande quantité, et
qu'elles le font en réponse a la stimulation du TLR3 qu'elles expriment pourtant faiblement
(Hemont et al., 2013) ou a la stimulation par le cocktail (LPS + R-848) (Nizzoli et al., 2013).
Les DC CD141+ présentent un profil de réponse a I'engagement des TLR plus restreint. Elles
synthétisent de faibles quantités d'IL-6, d'IL-8 et d'IFN-B (Hemont et al., 2013). Les DC
CD141+ peuvent produire de IL12p70 lorsqu'elles sont stimulées par le cocktail GM-CSF +
IL-4 + CD40-L + IFN-y (Mittag et al., 2011) ou par le cocktail poly I:C, IFN-y, TNF-a, IFN-
a, et IL-1B (Jongbloed et al., 2010). Elles se différencient des autres DC par leur capacité a
synthétiser de grandes quantités d'interféron de type III (IFN-A1 ou IL-28A et IFN-A2 ou IL-
29) en réponse a lI'engagement du TLR3 par un ligand synthétique (Poly(I:C)) (Lauterbach et
al., 2010), qui peuvent étre augmentées en présence de R-848 et IFN-y (Nizzoli et al., 2013).
Les pDC, quant a elles, se caractérisent par leur capacité hors-norme de synthese d'IFN de

type I, notamment I'I[FN-a dont la production peut atteindre de 3 a 10 pg/cellule (Liu, 2005).

Tableau 4 : Les DC du sang chez I'homme. Les TLR soulignés en noir sont les TLR les
plus exprimés et en gris les moins exprimés. D'apres (Bachem et al., 2010; Blum et al., 2006;
Flacher et al., 2006; Hemont et al., 2013; Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2000;
Kadowaki et al., 2001; Lauterbach et al., 2010; Nizzoli et al., 2013)

mDC pDC
Lineage Lin(CD3, CD14, CD16, CD19/20, CD34, CD56, glycophorine-A)"*® et HLA-DRP*
Marqueurs Spéci-
CDlct+ CD141+/Clec9A+ CD123+/BDCA-2+
fiques
Phénotype
Fréquence dans les
0.31 £0.14% 0.04 £0.03% 0.29 £ 0.08%
PBMC
TLR exprimés TLR1,2,3,4.5,6,7? 8,10 TLR1, 2, 3,6, 8, 10 TLR1,6,7,8,9, 10
Cytokines Majeures IL-12p70 (TLR3) IFN-A (TLR3+/-TLRS) IFN-0/B (TLR7/9)

Chaque tissu est infiltré par des cellules dendritiques ayant un phénotype particulier et
adapté a leurs fonctions. Par exemple, les DC de la peau comprennent, dans des conditions
non inflammatoires, deux populations distinctes : les DC interstitielles du derme caractérisées
par l'expression des marqueurs DC-SIGN/CD208 et les cellules de Langerhans (LC) caracté-

risées par l'expression des marqueurs Langerine/CD207 (Valladeau et al., 1999). Les DC in-
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terstitielles peuvent étre subdivisées en 2 groupes : CDla+ et CD14+. Ces dernicres peuvent
étre différenciées des macrophages qui expriment le marqueur CD163 et le facteur XIII de
coagulation (Merad et al., 2013). La peau contiendrait également une population de DC
CD141+ et une population de DC CDI1c+ (Haniffa et al., 2012; Merad et al., 2013).

Les LC représentent 2 a 4% des cellules de 1'épiderme avec une densité qui varie de
200 a 1000 cellules par mm? (Valladeau and Saeland, 2005). Le TGF-§ joue un réle fonda-
mental dans leur différenciation (Borkowski et al., 1996). Dans les conditions "normales", les
LC sont maintenues dans la peau et sont renouvelées a partir d'un précurseur qui aurait colo-
nisé la peau pendant la vie foetale (Merad et al., 2002). Des études récentes suggerent que le
pool de LC contenu dans la peau a 'dge adulte dériverait en partie de progéniteurs venant de
la vésicule vitelline (Schulz et al., 2012) et en majorité de monocytes issus du foie feetal
(Hoeftel et al., 2012). Toutefois, sous des conditions inflammatoires, les LC de la peau peu-
vent étre remplacées par des LC dérivées d'un précurseur sanguin (Ginhoux et al., 2006).

Les LC ont la capacité d'internaliser des antigénes particulaires et des macromolécules
grace a I'expression de récepteurs de type lectine C (CLR), notamment la Langerine, Dectin-1,
DEC-205 (Valladeau and Saeland, 2005) et DCIR (Klechevsky et al., 2010). Elles expriment
¢galement le récepteur aux IgE/CD32, ce qui met en évidence leur implication dans l'interna-
lisation d'allergenes. Les LC présentent un organite intracellulaire unique identifié¢ par le
terme de granule de Birbeck (BG), présentant une forme caractéristique de raquette de tennis.
La formation de ces vésicules est dépendante de l'expression et l'internalisation de la Lange-
rine/CD207 (Valladeau et al., 2000).

Les LC expriment le TLR2 et sont donc particulierement sensibles aux acides lipo-
teichoiques et aux peptidoglycanes (PGN) bactériens. Elles expriment ¢galement fortement le
TLR6, un corécepteur pour les PGN. Les LC n'expriment pas les TLR7 et TLRY, mais expri-
ment le TLR3 et maturent en présence de Poly(I:C) (Flacher et al., 2006). De plus, elles n'ex-
priment pas le TLR4 et ne sont donc pas sensibles au LPS (Flacher et al., 2006).

Les LC disposent également de propriétés migratoires qui leur permettent de gagner
les ganglions lymphatiques. Suite a une inflammation, les LC migrent hors du derme sous
l'influence de 1'IL-1P et du TNF-a (Cumberbatch et al., 2003). Cette propriété de migration
dans le derme nécessite 1'expression des Matrix Metalloproteinases (MMP)-9 et -2. Une fois
dans la circulation sanguine, les LC migrent vers les ganglions lymphatiques grace a I'expres-
sion du récepteur CCR7 suivant un gradient de chimiokines CCL19 (Robbiani et al., 2000).

Dans les ganglions lymphatiques, les LC stimulent des lymphocytes T spécifiques d'antigénes
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(Valladeau and Saeland, 2005). En effet, elles ont la capacité de réaliser la présentation croi-

sée d'antigénes a des lymphocytes T CD8+ (Klechevsky et al., 2010).

H. Fonctions des DC
1.  Recrutement des DC dans la réponse immunitaire

Les DC sont présentes dans tous les tissus de 1'organisme et constituent ainsi un réseau
sentinelle qui intégre en permanence les signaux de son environnement. Grace a l'expression
d'un répertoire spécifique de récepteurs aux signaux moléculaires de danger (PRR), les DC
sont 2 méme de maintenir la tolérance immunitaire dans les tissus sains ou de "briser " cette
tolérance en présence d'un danger extérieur (PAMP) ou intérieur (DAMP). Les DC migrent
rapidement sur les lieux de I'inflammation grace a l'expression de récepteurs aux chimiokines
libérées par le tissu 1€ésé (McWilliam et al., 1994; Rollins, 1997). Pour migrer en réponse aux
chimiokines libérées par le tissu 1és¢é comme RANTES ou a certains signaux de danger
comme le LPS, les DC expriment notamment MMP-9, une protéase de la famille des Ma-
trixMetalloProteinases (MMP), qui permet la dégradation des fibres de collagéne qui consti-
tuent une partie de la matrice extracellulaire (Chabot et al., 2006; Jotwani et al., 2010). Suite a
I'engagement des PRR, les DC migrent rapidement vers les ganglions lymphatiques suivant
un gradient de chimiokines (CCL19/CCL21) grace a l'expression du récepteur CCR-7
(Hansson et al., 2006), ou, dans leur état "mature" qui se caractérise par un niveau ¢leveé d'ex-
pression des molécules HLA et de molécules de costimulation, elles réaliseront la présentation

des antigenes aux LT.

1.  Acquisition des antigénes

Sur les lieux de l'inflammation, les DC pour jouer leur réle sentinelle, doivent interna-
liser des échantillons de I'environnement du tissu 1és¢ pour pouvoir transmettre l'information

aux LT. On distingue plusieurs mécanismes d'internalisation.

1. La macropinocytose

La macropinocytose correspond a l'internalisation par les cellules de gouttelettes de
liquide extracellulaire contenant des molécules d'une taille inférieure a 1pM. In vitro, cette
propriété est utilisée pour le chargement des DC par des solutés contenant de grandes concen-

trations d'antigeénes solubles, in vVivo ce n'est probablement pas le mécanisme d'acquisition des
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antigenes le plus représenté. En effet, les fluides sont peu abondants dans les tissus et beau-
coup d'antigénes nécessitent d'étre internalis€és sous forme particulaire (Trombetta and
Mellman, 2005). Toutefois, les modeles expérimentaux ont montré que la macropinocytose
est le moyen privilégié d'acquisition des antigénes solubles injectés en intra péritonéal, intra-
veineux ou directement dans les ganglions lymphatiques (Aderem and Underhill, 1999;
Silverstein et al., 1977). Ce mécanisme fait intervenir le réseau d'actine cellulaire et permet
d'internaliser les antigénes dans des vésicules intracellulaires pour le chargement sur les mo-
lécules du CMH (Sallusto et al., 1995). La macropinocytose ne nécessite pas l'intervention de

récepteur spécifique (Tel et al., 2012b).

2. La phagocytose

La phagocytose est un processus actif mettant en jeu le réseau d'actine cellulaire qui
permet l'internalisation d'antigénes particulaires. In vivo c'est un processus majeur dans l'ac-
quisition des antigénes (Trombetta and Mellman, 2005). Ce mode d'internalisation permet
l'acquisition de tout ou d'une partie d'un micro-organisme (Gildea et al., 2001; Inaba et al.,
1993) ou encore de fragments de cellules nécrotiques ou apoptotiques (Albert et al., 1998).
Pour ces derniers, il a été montré que certaines molécules régulent ce processus, telles que les
phosphatydilsérines (PS) (Fadok and Chimini, 2001) exprimées par les cellules apoptotiques
ou encore la calréticuline exprimée lors de I'apoptose immunogene a la membrane des cellules
mourantes (Gardai et al., 2005; Obeid et al., 2007). Ces signaux d'internalisation sont qualifiés
de signal "eat-me" et trouvent respectivement comme récepteurs les stabilin-1, stabilin-2 et
BAII (Brain-specific angiogenesis inhibitor 1) pour la PS et la Low density lipoprotein Re-
ceptor-related Protein 1 (LRP1) ou CD91 pour la CRT a la surface des cellules phagocytaires
(Brown and Neher, 2012). 1 existe également des signaux qui régulent négativement la pha-
gocytose : Signal "Don't eat-me". Ces signaux incluent les molécules CD47, CD200, CD31 et
le "plasminogen activator inhibitor" (PAI)-1 . Le CD47 est le signal "don't eat-me" le plus
répandu. Il est exprimé a la surface de presque toutes les cellules et bloque le processus de
phagocytose en activant son récepteur "signal-regulatory protein-a" (SIRPa) (Blazar et al.,
2001). CDA47 se trouve surexprimé dans de nombreux cancers, et son niveau d'expression est
corrélé avec l'agressivité de la tumeur et la mortalité (Jaiswal et al., 2009; Majeti et al., 2009).
C'est donc la proportion entre les signaux "eat-me" et "don't eat-me" qui régule la phagocy-
tose. La phagocytose permet également l'internalisation de complexes immuns (Fanger et al.,

1996).
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3. L'endocytose

L'endocytose est un mécanisme actif qui dépend de 1'engagement de récepteurs spéci-
fiques a la surface de la DC. Ce mode d'internalisation permet de concentrer l'antigéne. Méme
présent en faible quantité¢ dans l'environnement, l'antigéne est concentré dans les vésicules
d'internalisation et peut ainsi €tre présenté efficacement par les DC. L'endocytose fait interve-
nir différents récepteurs tels que les récepteurs de type Lectine C (C-Type Lectin) notamment
DEC-205 (Bonifaz et al., 2002), le mannose récepteur, ou encore la Langerine exprimée par
les cellules de Langerhans et responsable de la formation des granules de Birbeck qui pourrait

jouer un role dans l'internalisation des antigénes (Valladeau et al., 2000).

4. Le "nibbling" ou grignotage

Le principe du "nibbling" propose que les CPA, et notamment les DC, sont capables
de passer de cellules en cellules et de capturer un échantillon du contenu cellulaire par "gri-
gnotage", sans causer de dommage a la cellule prélevée, afin de présenter ce contenu aux LT
apres avoir migré dans les ganglions lymphatiques (Heath and Carbone, 2001). L'acquisition
d'antigéne par "nibbling" nécessite un contact entre cellules et implique la formation de vési-
cules a l'intérieur de la DC d'environ 1uM (Harshyne et al., 2003). Ce phénomene ne néces-
site pas la formation de jonction Gap (Matheoud et al., 2010). L'acquisition d'antigéne est
souvent associée a l'internalisation de fragments de cellules apoptotiques ou nécrotiques
(Albert et al., 1998). Toutefois, des travaux démontrent que les cellules vivantes peuvent étre
source d'antigénes pour la présentation croisée par les DC et que l'acquisition de matériel se
fait par le processus de "nibbling" et est dépendante de 1'expression du "Scavenger Receptor-
A" (SR-A) par les DC (Harshyne et al., 2003; Maranon et al., 2004; Matheoud et al., 2010).
L'acquisition d'antigénes a partir de cellules vivantes par "nibbling" pour la présentation croi-

sée a été confirmée in vivo, dans un mode¢le murin (Matheoud et al., 2010).
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5. Couplage immunologique régulé par les jonctions GAP : Gap-
Jjunction-mediated immunological coupling (GMIC)

Neijssen et ses collégues proposent, chez les CPA, le mécanisme d'acquisition des
antigénes "Gap-junction-mediated immunological coupling" (GMIC). Ce modéle propose
qu'en présence de certains signaux de danger, les CPA surexpriment Cx43, responsable de la
formation des jonctions Gap (Eugenin et al., 2003). En établissant des jonctions Gap avec les
cellules environnantes, les CPA sont ainsi capables d'importer des peptides antigéniques de
ces cellules mourantes puis de les adresser dans la voie de présentation du CMH-I pour stimu-
ler la réponse T CD8+ par le mécanisme de présentation croisée des antigénes. Lors des
étapes précoces de l'apoptose, l'intégrité des jonctions Gap peut étre maintenue temporaire-
ment et autorise le transfert d'antigénes vers une cellule saine ou une CPA (Figure 8). L'effi-
cacité du transfert est directement li¢e a la taille et a 1'absence de structure secondaire dans le
peptide transféré. Seuls les peptides linéaires sont transférés, et la concentration du peptide

doit atteindre un certain seuil pour que 'antigeéne soit présenté efficacement par les CPA.

Figure 8: Gap-junction-mediated immunological coupling (GMIC). D'apreés (Pang et al.,
2009).

6. '"Cross-dressing"”

Principe selon lequel les DC peuvent acquérir d'une autre cellule des complexes
HLA/peptides préformés qui ne nécessiteront pas de "processing" supplémentaire pour étre
biologiquement actifs. L'acquisition des complexes HLA/peptides nécessite un échange de
membranes qui fait intervenir le processus de trogocytose. Ce processus permettrait une pré-
sentation rapide des antigénes aux lymphocytes T mémoires, en éliminant les processus d'ap-
prétement par la DC. De plus, le "cross-dressing" permet aux DC de présenter les mémes €pi-

topes que ceux présentés par la cellule cible (Joffre et al., 2012; Wakim and Bevan, 2011).
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I. La présentation des antigenes par les cellules dendritiques
i.  Les molécules de présentation : "Human Leukocytes Antigen"

Les molécules "Human Leukocyte Antigen" ou HLA sont des glycoprotéines de la

famille des immunoglobulines codées par une famille de génes polymorphes.

1. HLA de classe I (HLA-I)

Les molécules HLA-I sont exprimées par toutes les cellules nucléées de 1'organisme.
Les molécules HLA-I sont constituées d'une chaine lourde transmembranaire associée a la
sous-unité B-2-microglobuline de facon non covalente (Germain, 1994). La chaine lourde
comprend 3 domaines de type immunoglobuline (al, a2, a3). Les domaines al et a2 forment
un sillon capable d'accueillir des peptides de 8 a 10 acides aminés qui seront présentés aux LT
CD8+ (Germain, 1994). Dans la plupart des cas, l'ancrage du peptide au HLA-I se fait au ni-
veau des acides aminés 2 et 9 ou 10 du peptide (Madden et al., 1993; Parham, 1992). L'all¢le
HLA-A*0201 est le plus représenté dans la population caucasienne (50% de la population).
Dans le cas particulier du HLA-A*0201, il a ét¢ montré que les acides aminés donnant la
meilleure stabilité au peptide étaient une leucine ou une méthionine en position 2 et une valine

en position 9 (Ruppert et al., 1993).

2. HLA de classe Il (HLA-II)

Les molécules HLA-II sont exprimées, de maniére constitutive, uniquement par les
CPA (monocyte, DC, macrophage, Lymphocytes B et T activés). Leur expression peut étre
induite sur les cellules "non-CPA" par I'IFN-y. Elles sont formées de 1'association de deux
chaines transmembranaires al et Bl (Germain, 1994). L'association de ces deux chaines
forme le sillon qui accepte les peptides pour présentation. Les peptides présentés dans le con-
texte HLA-II sont reconnus par les LT CD4+ et ont une taille comprise entre 12 et 24 acides

aminés (Germain, 1994).

ii.  Voies de présentations classiques

Les peptides présentés dans les molécules HLA de classe I (HLA-I), sont essentielle-
ment des protéines endogenes dégradées dans le cytosol par le protéasome, alors que les pep-

tides présentés par les molécules HLA-II sont essentiellement dérivés de protéines dégradées
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dans les compartiments endocytiques par des enzymes hydrolytiques telles que les cathepsines

(Villadangos and Schnorrer, 2007).

Figure 9 : Apprétement et présentation des antigénes dans le contexte des molécules
HLA de classe I. D'apres (Vyas et al., 2008).

Tous les peptides qui se trouvent dans le cytoplasme, qu'ils soient fonctionnels ou non
sont susceptibles d'étre présentés dans les molécules HLA de classe I, y compris les protéines
qui peuvent étre sécrétées. Les peptides antigéniques, dérivés de protéines intracellulaires,
sont découpés par le protéasome puis entrent dans le réticulum endoplasmique via les trans-
porteurs TAP (Transporter Associated with antigen Processing) (Serwold et al., 2002). Ils y
croisent la voie de biosynthése des molécules HLA de classe I (Figure 9). Les peptides pré-
découpés par le protéasome poursuivent leur dégradation, si nécessaire, sous l'action de pro-
téases comme ERAAP (Endoplasmic reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen
Processing). Les peptides de 8 a 10 acides aminés sont chargés sur les molécules HLA-I, puis
ce complexe transite par l'appareil de Golgi (Figure 9) avant d'étre exprimé a la membrane
cellulaire ou ils seront présentés aux LT CD8+ (Vyas et al., 2008). Ainsi, les molécules HLA-
I permettent aux lymphocytes T CD8+ effecteurs de détecter les cellules transformées ou in-
fectées présentant respectivement des antigenes du "soi-modifé" ou du "non-soi".

Centré sur l'acquisition et la présentation d'antigénes exogenes, la voie de présentation
des molécules HLA de classe II nécessite la formation de vésicules d'internalisation appelées
phagosomes (Figure 10). Une fois formés, les phagosomes qui contiennent les antigeénes ex-

tracellulaires internalisés, fusionnent avec le compartiment lysosomal pour former les phago-
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lysosomes. La formation de cette structure participe a la maturation des peptides qui seront
présentés par les molécules HLA-II en diminuant le pH et favorisant l'action de protéases
(Watts, 2001). Les phagolysosomes fusionnent ensuite avec les vésicules, issues du RE et de
'appareil de Golgi qui contiennent les molécules HLA-II néosynthétisées alors associées au
peptide CLIP (Class II-associated invariant chain peptide). Lors de la fusion avec le phagoly-
sosome, le peptide CLIP est dissocié de la molécule HLA-II pour permettre le chargement des
antigénes. Une fois formés, les complexes HLA/peptides sont exportés a la membrane plas-
mique pour étre présentés aux LT CD4+ dans les organes lymphoides secondaires (Inaba et
al., 1997). 1l apparait ¢galement que la voie de présentation des molécules HLA-II permet la
présentation d'antigénes endogénes au travers du processus d'autophagie. L'autophagie est un
phénomene impliqué dans I'homéostasie cellulaire qui permet la synthése de nutriments en cas
de privation et qui contribue également a I'élimination d'organites intracellulaires endomma-
gés. Les vésicules formées lors de ce processus et qui contiennent des auto-antigénes peuvent

croiser la voie de biosynthése des molécules HLA-II et ainsi étre présentées aux LT CD4+.

Figure 10 : Apprétement et présentation des antigénes dans le contexte des molécules
HLA de classe I1. D'apres (Vyas et al., 2008).

iii.  Présentation croisée des antigénes : ""Cross-Presentation"

Comme décrit précédemment, toutes les cellules de I'organisme expriment a leur sur-
face des molécules HLA-I, ce qui leur permet de présenter des antigenes du "soi-modifié¢" ou
des antigénes du "non-soi" aux LT CDS8+ effecteurs cytotoxiques. Toutefois, pour devenir

effecteurs cytotoxiques les lymphocytes T CD8+ naifs doivent étre d'abord activés, on parle
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de '"priming", par des cellules présentatrices d'antigénes professionnelles capables de leur
délivrer les signaux appropriés : les cellules dendritiques. Lorsqu'elles ne sont pas directement
infectées ou lorsqu'elles doivent présenter des antigénes du "soi-modifié" issus d'une autre
cellule, les DC sont obligées d'acquérir ces antigenes extracellulaires. Le mécanisme qui leur
permet de présenter ces peptides extracellulaires dans le contexte des molécules de classe I du
systtme HLA est nommé présentation croisée ou "cross-présentation”. Il a été initialement
décrit sur des splénocytes par Michael J. Bevan en 1976 chez la souris (Bevan, 1976). 1l a
fallu attendre la fin des années 90 pour démontrer que les DC excellent dans cet exercice
(Albert et al., 1998; Regnault et al., 1999) et pour caractériser les voies intracellulaires qui
régissent ce phénoméne (Fonteneau et al., 2003; Guermonprez et al., 2003; Houde et al.,

2003; Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995).

1. Mécanismes

Deux voies intracellulaires sont décrites pour la présentation croisée des antigénes par

les DC : la voie cytoplasmique et la voie des phagosomes (Figure 11).

Figure 11 : Les deux voies de présentation croisée des antigénes chez les DC. D'apres
(Joffre et al., 2012).
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La voie cytoplasmique est sensible aux inhibiteurs du protéasome ce qui refléte le pas-
sage des protéines internalisées des vésicules de phagocytose vers le cytoplasme. Ce transfert
des antigénes internalisés a ét¢ mis en évidence en utilisant des molécules de cytochrome C et
l'induction de l'apoptose des DC comme témoin (Lin et al., 2008). Seules les DC qui réalisent
la présentation croisée exportent le cytochrome ¢ des vésicules de phagocytose vers leur cyto-
plasme et subissent I'apoptose. Le mécanisme mis en jeu pour transférer les antigénes des
vésicules de phagocytose vers le cytoplasme n'est pas totalement élucidé (Segura and
Villadangos, 2011). Il est probable que ce passage se fasse de manicre controlée au travers
d'un transporteur dédi¢. La machinerie ERAD (Endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation) impliquée dans la rétro-translocation des protéines mal conformées de la lumiére
du RE vers le cytoplasme est proposée comme systéme de transfert des antigénes exogenes de
la lumiere des vésicules de phagocytose vers le cytoplasme (Ackerman et al., 2006). Le canal
multimérique Sec61, 'ATPase VCP/p97 et la molécule Derlin-1 réguleraient ce mécanisme de
transfert. Les peptides exportés dans le cytoplasme sont dégradés par le protéasome puis tran-
sitent vers le RE au travers des transporteurs TAP 1 et 2 pour y achever leur maturation sous
l'action des peptidases (ERAAP) avant d'étre chargés sur les molécules HLA-I néosynthéti-
sées.

La voie des phagosomes n'est pas sensible aux inhibiteurs du protéasome, ni aux inhi-
biteurs des transporteurs TAP, mais est sensible aux inhibiteurs des cathepsines, enzymes
responsables de la maturation des peptides a charger dans les molécules HLA-I dans les en-
dosomes (Shen et al., 2004). Dans cette voie, les antigénes sont donc internalisé, découpé et
chargé sur les molécules HLA de classe I dans le compartiment endo-lysosomal. Il a été dé-
montré que les DC possédent des capacités de dégradation protéolytique phagosomale plus
faibles que les autres cellules phagocytaires (Delamarre et al., 2005). Ce défaut de dégrada-
tion serait d0 au pH plus élevé dans les compartiments endocytiques chez la DC que chez les
autres phagocytes. Cette dégradation moins efficace préserverait les épitopes des antigénes a
présenter et expliquerait leur meilleure présentation par les DC (Delamarre et al., 2005; Joffre
et al., 2012). II a d'ailleurs été démontré que ce retard dans l'acidification des compartiments
endocytiques des DC pouvait étre induit par I'l[FN-a, ce qui expliquerait en partie son action

positive sur le phénomene de présentation croisée (Spadaro et al., 2012).
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2. Efficacité des différentes populations de DC a "cross-présenter”

La capacité des DC a réaliser la présentation croisée est dépendante de 2 propriétés :
l'internalisation des antigénes dans une voie a faible potentiel de dégradation, et le transport
des antigénes qui permet leur passage des phagosomes vers le cytosol, puis leur chargement
dans les molécules HLA de classe I (Merad et al., 2013). Les données disponibles montrent
que toutes les populations de DC humaines identifiées sont capables de réaliser efficacement
la présentation croisée d'antigénes (Nierkens et al., 2013). Toutefois, le type d'antigéne, la
forme sous laquelle il est délivré aux DC, les signaux de danger et d'inflammation disponibles
dans le microenvironnement semblent étre les facteurs principaux qui régulent la capacité de
chaque population de DC a réaliser la présentation croisée (Nierkens et al., 2013).

Par exemple, Delamarre et ses collaborateurs ont récemment démontré que les capaci-
tés de présentation croisée des DC BDCA3+ et BDCA1+ varient en fonction du compartiment
protéolytique vers lequel I'antigeéne est adressé. Ainsi, lorsque les antigénes sont adressés vers
'endosome tardif grace au couplage avec un anticorps anti-DEC205, les DC BDCA3+ présen-
tent des capacités de cross-présentation supérieures aux DC BDCA1+. Cette propriété des DC
BDCA3+ serait due a leur capacité a transférer rapidement l'antigéne dans le cytoplasme évi-
tant ainsi sa dégradation. Lorsque les antigénes sont adressés au compartiment endosomal
précoce, au pH plus élevé, grace a un couplage des antigeénes avec un anticorps anti-CD40 ou
anti-CD11c, les deux types de DC présentent la méme capacité a réaliser la présentation croi-
sée des antigénes. De nombreuses études ainsi ont €té réalisées dans 1'objectif d'identifier une
population de DC spécialisée dans la présentation croisée.

Les DC CD141+ (BDCA3+) ont été identifiées comme les homologues des DC
CD8a+ murines, et présentent des capacités de présentation croisée similaires. Elles ont été
identifiées comme étant la population la plus efficace pour réaliser la présentation croisée
(Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010), puis des
résultats contradictoires ont été rapportés (Cohn et al., 2013; Segura et al., 2013a; Tel et al.,
2013b). Les DC humaines CD141+ ont la capacité de réaliser la présentation croisée a partir
d'antigénes cellulaires (Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010), de longs peptides (Segura et
al., 2012), de protéines solubles (Bachem et al., 2010; Flinsenberg et al., 2012; Jongbloed et
al., 2010; Mittag et al., 2011; Segura et al., 2013a) et de complexes immuns (Flinsenberg et
al., 2012).

Les DC CDIc+ ont démontré leur capacité a présenter des antigénes dérivées de cel-

lules (Bachem et al., 2010; Cohn et al., 2013; Crozat et al., 2010; Hoeffel et al., 2007; Schnurr
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et al., 2005), des longs peptides (Segura et al., 2012), des antigénes solubles (Bachem et al.,
2010; Flinsenberg et al., 2012; Jongbloed et al., 2010; Mittag et al., 2011; Nizzoli et al., 2013;
Robson et al., 2010; Segura et al., 2013a) et des antigénes sous forme de complexes immuns
(Flinsenberg et al., 2012; Schnurr et al., 2005).

Des travaux ont montré que les pDC ont également la capacité de réaliser la présenta-
tion croisée d'antigeénes. Les travaux de 1'équipe de Claude Leclerc ont démontré que les pDC
murines sont capables de réaliser la présentation croisée de l'antigéne OVA et d'activer des
lymphocytes T CD8+ naifs spécifiques de cet antigéne in vivo chez la souris 129sv (Mouries
et al., 2008). Ces propriétés de présentation croisée et d'activation des lymphocytes T CD8+
naifs nécessitent la stimulation des pDC par des agonistes du TLR7 ou du TLR9. Sous ces
conditions d'activation, les pDC présentent des capacités de stimulation des LT CD8+ spéci-
fiques de I'antigene OV A similaires aux DC conventionnelles (¢cDC) CD8a+. Dominique Kai-
serlian et ses collaborateurs ont démontré, dans un modéle murin, I'implication des pDC dans
la tolérance orale a certains antigénes dérivés de 1'alimentation (Goubier et al., 2008). Ce phé-
nomene nécessite que les pDC acquicrent un antigéne soluble apporté par l'alimentation et le
présentent aux lymphocytes T CD8+ spécifiques de cette antigene pour induire leur délétion
ou leur anergie. Cette étude démontre que les propriétés de présentation croisée des pDC sont
¢galement impliquées dans le phénomene de "cross-tolérance". Les pDC humaines ont éga-
lement la capacité de réaliser la présentation croisée d'antigenes a partir de cellules (Crozat et
al., 2010; Hoeffel et al., 2007; Lui et al., 2009; Tel et al., 2013b), d'antigénes solubles (Mittag
et al., 2011; Segura et al., 2013a; Tel et al., 2013b) et a partir d'une préparation vaccinale de
lipopeptide (Hoeffel et al., 2007). Les pDC ne cross-présenteraient pas les antigénes délivrés
sous forme de complexes immuns (Schnurr et al., 2005), probablement parce qu'elles sont mal
équipées pour les internaliser. Les pDC n'expriment pas les récepteurs CD16 (FcyRIII) et
CD64 (FcyRI) aux fragments constants des immunoglobulines de type G, et seulement fai-
blement le récepteur CD32 (Lui et al., 2009). D'autres ¢tudes montrent que les pDC seraient
moins efficaces que les mDC a cross-présenter des antigénes solubles (Nizzoli et al., 2013),
ou que les pDC issues des organes lymphoides secondaires ne cross-présenteraient pas d'anti-
gene a partir de cellules nécrotiques a cause de capacité de phagocytose faible (Segura et al.,
2013a).

Si toutes les DC humaines identifiées sont capables de réaliser la présentation croisée
des antigenes, la comparaison directe des capacités de chacune des populations les unes par
rapport aux autres semble difficile, comme en témoignent les résultats contradictoires rappor-

tés dans la littérature.
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3. Les facteurs qui influencent les capacités de présentation croisée

D'aprés Adema et ses collaborateurs, trois facteurs principaux régulent les capacités de
présentation croisée des DC : le type d'antigéne, la présence d'agents de maturation, et le
temps nécessaire a I'apprétement (Nierkens et al., 2013).

Les DC rencontrent des antigeénes issus de multiples sources, de tailles et de formes
différentes. La capacité des DC a prendre en charge ces antigénes est largement déterminée
par leur profil d'expression des récepteurs nécessaires a l'internalisation de ces antigeénes. Par
exemple, la supériorité de présentation croisée des DC CD141+ semble étre due a leur expres-
sion spécifique du récepteur de type Lectine C Clec9A responsable de la fixation de filaments
d'actine F exposés a la surface des cellules nécrotiques (Brown, 2012; Zhang et al., 2012a).
Cependant, lorsque les antigénes sont ciblés contre le récepteur de type Lectine C DCIR
(Dendritic Cell ImmunoReceptor), toutes les DC humaines réalisent la présentation croisée de
ces antigenes, y compris les cellules de Langherans de la peau, et les cellules dendritiques
circulantes mDC et pDC (Klechevsky et al., 2010). Dans une autre étude, lorsque les anti-
genes sont adressés au compartiment endosomal précoce via un anticorps anti-CD40 ou anti-
CDllc, les DC BDCA3+, BDCA1+ et pDC sont capables de réaliser la présentation croisée
(Cohn et al., 2013). L'acquisition des antigeénes et la voie de dégradation dans laquelle ils sont
engagés sont donc des €tapes limitantes de la présentation croisée.

Les agents de maturation modulent également la présentation croisée. Chaque popula-
tion de DC exprime une collection restreinte de TLR leur permettant de reconnaitre une
gamme spécifique de PAMP et de DAMP. La reconnaissance de ces motifs moléculaires par
les DC active la maturation des DC et augmente leur performance de présentation croisée
(Kool et al., 2011; Mouries et al., 2008). Ce phénomene a notamment pu €tre mis en évidence
chez la souris, ou les pDC, dans leur état immature, sont incapables de réaliser la présentation
croisée et acquicrent cette propriété apres une stimulation adaptée des TLR7/9 (Mouries et al.,
2008). 11 semble que les ligands R-848 et Poly(I:C) des TLR8 et TLR3, respectivement, opti-
misent la présentation croisée par les DC CD141+ (Tel et al., 2013b). Le ligand TLR7/8
CL0O75 a également la capacité¢ d'optimiser la cross-présentation des mDC mais également
leur capacité de cross-priming (Klechevsky et al., 2010).

Le temps nécessaire a l'apprétement influence également la cross-présentation. Les
différentes populations de DC seraient efficaces pour activer la réponse immunitaire a des

temps différents. Ainsi, chez la souris, il a pu étre mis en évidence que les DC homologues
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murines des DC CD141+, les DC CD8a+, sont efficaces pour réaliser la présentation croisée
18h apres 1'exposition a la source d'antigeénes et ont perdu cette propriété au bout de 36h, alors
qu'une population de DC migratoires est capable de réaliser la présentation croisée des anti-
genes jusqu'a 6 jours apres 1'exposition aux antigenes (Bedoui et al., 2009). Les pDC, quant a
elles, pourraient posséder des capacités de cross-présentation plus faibles que les mDC, mais
grace a leur capacité hors-norme de synthése d'IFN de type I, participeraient en premicre ligne
en limitant la propagation des infections virales et en optimisant la capacité de présentation
croisée des autres populations de DC (CDl1c+ et CD141+) (Spadaro et al., 2012).

Le tissu dans lequel résident les DC influence également leurs propriétés de présenta-
tion croisée. Dans les conditions normales, les DC migrent par la circulation sanguine depuis
la moelle hématopoiétique pour coloniser les organes lymphoides et les tissus périphériques
ou il se différencie en différentes populations de DC. Seules les LC sont maintenues dans la
peau indépendamment d'un précurseur sanguin en l'absence d'inflammation. Les pDC, quant a
elles, se différencient entiérement dans la moelle hématopoiétique avant de migrer pour colo-
niser les organes lymphoides. Les DC des organes non lymphoides migrent continuellement
au travers de la lymphe jusqu'aux ganglions lymphatiques drainants. Les DC des organes
lymphoides ne migrent pas et y résident toute leur vie. En I'absence de stimulation par un
agoniste TLR, les DC résidant dans les organes lymphoides secondaires peuvent acquérir et
cross-présenter des antigénes (Segura et al., 2013a; Segura et al., 2012). Les DC du sang né-
cessitent, quant a elles, une activation appropriée pour acquérir cette propriété. D'aprés Ami-
gorena et ses collaborateurs, les DC circulantes du sang ne seraient pas totalement différen-
ciées et nécessiteraient un signal de maturation pour devenir pleinement fonctionnelles, alors
que les DC des organes lymphoides, qui effectuent la présentation croisée in vivo, seraient
pleinement fonctionnelles sans nécessité l'intervention d'un signal de maturation (Segura et

al., 2012).
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J. La synapse immunologique: Role des DC dans I'activation des Lymphocytes T
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1. Structure de la synapse immunologique

Une fois activées, les DC migrent vers les organes lymphoides secondaires pour pré-
senter aux cellules T les complexes HLA/peptide qu'elles ont formés suite a leur activation
dans les tissus. L'activation des cellules T naives nécessitera la formation d'une structure
stable entre la cellule dendritique et la cellule T : la synapse immunologique (Figure 12).
L'interaction DC/LT débute par la stabilisation de ce contact grace aux molécules d'adhésion
ICAMI et LFA-3 exprimées par les DC, et LFA1 et CD2 exprimées par les LT, respective-
ment. L'organisation de la synapse immunologique conduit a une réorganisation du cytosque-
lette des LT et des DC, qui permet de polariser I'accumulation de molécules d'adhésion, de
présentation et de costimulation pour former un complexe supramoléculaire (Supramolecular
Activation Cluster -SMAC). Le SMAC s'organise de facon concentrique et comprend une
partie centrale qui contient une accumulation de TCR, le couple HLA/peptide et les molécules
de costimulation ; une région périphérique qui concentre un anneau de molécules d'adhésion
et une partie distale riche en actine et en molécules CD45 (Dustin and Depoil, 2011). L'accu-
mulation des TCR a proximité des complexes HLA/peptide et l'interaction de faible affinité
entre ces molécules permettent l'activation en série d'un nombre important de TCR : "serial

triggering" (Valitutti et al., 1995).

Figure 12 : Structure de la synapse immunologique. D'apres (Tougeron et al., 2013).
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1.  Activation des lymphocytes T naifs

L'activation des lymphocytes T naifs nécessite deux signaux. Le premier signal est
donné par l'engagement du récepteur des cellules T (TCR) par le complexe HLA/peptide qui
est stabilisé par l'interaction avec les molécules CD8 ou CD4. La transduction intracellulaire
du signal nécessite la molécule CD3. Ce signal ne permet pas a lui seul d'activer un LT naif,
un second signal est nécessaire. Ce second signal d'activation est délivré par les molécules de
costimulation dont l'expression est augmentée sur les DC lors de leur maturation. Ainsi, les
molécules CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2), exprimées par les DC, interagissent avec la molécule
activatrice CD28 exprimée par les LT naifs, qui peuvent alors synthétiser 1'interleukine-2 (IL-

2) indispensable a leur expansion clonale (Bluestone, 1995).

iii.  Role des DC dans la polarisation de la réponse immunitaire

En fonction de leur maturation, les DC secrétent, au contact des lymphocytes T CD4+,
des cytokines qui vont agir sur le phénotype vers lequel ils vont se différencier. La sécrétion
de ces cytokines constitue un troisieme signal d'activation pour les lymphocytes T. Ainsi, Reis
e Sousa propose qu'il existe de multiples types de DC effectrices qui, en fonction des signaux
qui les ont activées, vont influencer le devenir des lymphocytes T CD4+ avec qui elles intera-
gissent (Figure 13) (Reis e Sousa, 2006). Ainsi, les DC recevant un signal CD154 des lym-
phocytes T CD4+ activés sécretent de L'IL-12p70 et polarisent la différenciation du LT CD4+
vers un phénotype effecteur "helper", de type Tul, essentiel a 1'établissement des réponses
cellulaires cytotoxiques. Les DC inflammatoires synthétisent de I'IL-1, IL-6, IL-23 et TGF-p,
et polarisent ainsi la différenciation du lymphocyte T CD4+ vers un phénotype effecteur Ty17
(Segura et al., 2013b), impliqués dans la pathogenese de certaines maladies auto-immunes et
inflammatoires telles que l'arthrite rhumatoide, 1'asthme ou le psoriasis. La polarisation vers
un phénotype de type Ty2 est régulée par la synthese d'IL-4 et promeut la réponse humorale.
Les cytokines IL-10 et TGF-f induisent la différenciation des lymphocytes T CD4+ vers un
phénotype "régulateur" (Treg) impliqué dans le phénoméne de tolérance (Zou and Restifo,

2010).
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Figure 13 : Les fonctions effectrices des DC dans la polarisation du phénotype des LT
CD4+. D'apres (Reis e Sousa, 2006).

iv.  Le ""Cross-Priming'': Activation des lymphocytes T CD8+ naifs.

Pour induire l'activation des lymphocytes T CD8+ naifs, les lymphocytes T CD4+ sont
généralement nécessaires (Figure 14). Dans les ganglions, une fois activé par une DC, les
lymphocytes T CD4+ expriment la molécule CD154 (CD40L) qui donne a la DC, en retour,
un signal qui lui permet de parachever sa maturation (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998;
Schoenberger et al., 1998; Simon et al., 2012). Ce signal a ét¢ nommé "licence to kill"
(Lanzavecchia, 1998). L'engagement du CD40, dont I'expression est renforcée au cours de la
maturation, confere a la DC la capacité de sécréter des cytokines et notamment 1'lL-12 essen-
tielle dans l'activation des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ (Bennett et al.,
1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998; Simon et al., 2012). Le signal ainsi déli-

vré par le LTy (LT Helper) est considéré comme une seconde opinion avant de conférer aux
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LT CD8+ leurs fonctions cytotoxiques. Méme si la fréquence des lymphocytes T auto-réactifs
est faible, du fait de leur délétion suite au phénomene de tolérance centrale, le fait que 'acti-
vation des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ requiert que l'antigéne soit pré-
sent¢ dans le contexte des HLA de classes I et II et soit reconnu simultanément par un lym-
phocyte T CD4+ (LTy) et par un lymphocyte T CD8+ limite la probabilité d'activer un lym-
phocyte T CDS8+ auto-réactif.

IL-12

Figure 14 : "Cross-Priming'" : Mécanisme moléculaire de l'activation classique des LT
CD8+ cytotoxiques. D'apres (Kurts et al., 2010).
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IV.Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) dans le cancer

A. Découverte des pDC

En 1958, K. Lennert et W. Remmele rapportent 1'observation histologique de cellules
morphologiquement proches des plasmocytes dans la zone T des ganglions lymphatiques hu-
mains et les nomment "T-associated plasma cells" (Lennert and Remmele, 1958). En 1983,
A.C. Feller et ses collaborateurs démontrent que ces cellules expriment la molécule CD4, un
marqueur associé¢ aux lymphocytes T helper, mais n'expriment pas de marqueur des lympho-
cytes B. Ils proposent de renommer ces cellules "plasmacytoid T cells" (Feller et al., 1983).
Ce terme est remis en question par le Dr F. Facchetti qui montre que ces cellules n'expriment
pas les composants du récepteur des cellules T (TCR), mais expriment les molécules HLA-II
et certains marqueurs des cellules myéloides. Il propose alors le terme de "plasmacytoid mo-
nocytes" (Facchetti et al., 1988). Parallelement, 1'équipe de Y.J Liu découvre des cellules
CD4+CD11cCD3", qui présentent une morphologie proche des lymphocytes T, localisées
dans la région riche en cellules T autour des hautes veinules endothéliales des ganglions lym-
phatiques (Liu, 2005). En 1996, en collaboration avec le Dr Luis Filgueira, I'équipe de Y.J Liu
démontre que les cellules CD4+CD11c'CD3 et les "plasmacytoid T cells" découvertes par le
Dr F. Facchetti sont la méme population cellulaire. En 1997, 1'équipe de Y.J Liu démontre
également que ces cellules n'expriment pas de TCR ni de récepteur de type immunoglobuline,
qu'elles peuvent se différencier en cellules dendritiques matures sous l'influence de 1'L-3 et
du CD40 ligand, qu'elles sont différentes des monocytes et propose qu'elles dérivent de la
lignée lymphoide (Grouard et al., 1997). Le terme de cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC) est alors proposé pour nommer cette population. En 1999, Liu et ses collaborateurs
démontrent que les pDC sont également les mémes cellules que les "Natural Type Interferon
Producer Cells" (IPC). En effet, les pDC sont capables de produire 100 & 1000 fois plus d'IFN
de type I (0, B, ®) que les autres cellules du sang, suite a une stimulation par le virus HSV
(Siegal et al., 1999).

Les pDC représentent 0,2% a 0,8% des cellules mononucléées du sang chez 'homme
(Liu, 2005). Grace a l'expression des TLR7/9, les pDC sont spécialisées dans la reconnais-
sance des acides nucléiques viraux et bactériens. L'équipe du Dr Michel Gilliet a également
démontré que les pDC peuvent reconnaitre des séquences ADN du "soi", lorsqu'elles sont

associées au peptide antimicrobien LL37 (Lande et al., 2007). Les pDC seraient ainsi impli-
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quées dans certaines maladies auto-immunes telles que le psoriasis. Les travaux de Butcher, et
de ses collaborateurs ont démontré, dans un modele murin, que les pDC sont également im-
pliquées dans le processus de tolérance centrale (Hadeiba et al., 2012). En effet, les pDC cap-
tent des antigénes en périphérie de I'organisme puis, en l'absence de signaux de danger, mi-
grent par la circulation sanguine jusqu'au thymus suivant le gradient de la cytokine CCL25
grace a l'expression du récepteur CCR9. Dans le thymus, elles participent ainsi a la délétion
des thymocytes réactifs contre des antigénes spécifiques de tissus, contre des éléments de la
flore commensale ou contre certains nutriments que les cellules épithéliales médullaires thy-
miques ne peuvent pas €liminer. Les pDC, sous leur forme immature, peuvent également par-
ticiper au processus de tolérance périphérique en induisant la formation de lymphocytes T
régulateurs (Morelli and Thomson, 2007).

L'engagement des TLR7/9 conduit a la synthése de grandes quantités d'IFN de type I
et permet aux pDC d'acquérir un phénotype mature/activé (Liu, 2005). En plus de I'I[FN de
type 1, les pDC peuvent également synthétiser d'autres cytokines comme le TNF-a , I'IL-6, le
CXCLS8 (Decalf et al., 2007; Liu, 2005) et des chimiokines pro-inflammatoires comme
CXCL9, CXCL10, CCL3, CCLA4, et CCLS5 (Penna et al., 2002a). Suite a leur activation les
pDC ont la capacité d'activer des lymphocytes T CD4+ et de réaliser la présentation croisée
d'antigénes aux LT CD8+ (voir § Efficacit¢ des différentes populations de DC a "cross-
présenter"). Les pDC activées participent, notamment au travers de leur syntheése d'IFN de
type I, a la polarisation de la réponse immunitaire vers le phénotype Tyl, favorisant ainsi la
survie des cellules T effectrices et leur activité cytotoxique ainsi que la sécrétion d'TFN-y
(Swiecki and Colonna, 2010). Les pDC, grace a leurs fonctions, représentent une population
de cellules présentatrices d'antigénes a part entiere et complémentaire des cellules dendri-

tiques myéloides.

B. Les pDC sont recrutées dans les tumeurs

Ces dernieres années, les données expérimentales démontrant le role critique des pDC
dans la régulation de la réponse immunitaire anti-tumorale se sont accumulées. Toutefois, a
l'instar des DC my¢éloides, les fonctions des pDC peuvent étre détournées par le microenvi-
ronnement de la tumeur de sorte a promouvoir le développement de celle-ci. De tels dysfonc-
tionnements peuvent avoir un impact important sur l'efficacité des stratégies d'immunothéra-

pie anti-tumorales qui ciblent I'activation des pDC.

73



Les pDC ont été retrouvées associées a un grand nombre de tumeurs primaires du sein,
des ovaires, de la téte et du cou, de la peau, des poumons, du col de l'utérus, du foie, de la
prostate et dans les ganglions drainant les tumeurs (Vermi et al., 2011). Elles représenteraient
une minorité de l'infiltrat immunitaire (<10%) et se localiseraient en périphérie de la tumeur.
Les pDC expriment plusieurs récepteurs aux chimiokines qui peuvent expliquer leur localisa-
tion dans les tumeurs, notamment CXCR4, CCR6 et CCR2. Le ligand de CXCR4, CXCL12,
est notamment sécrété par les cellules tumorales de mélanomes et de carcinomes ovariens
(Vermi et al., 2003; Zou et al., 2001). Les pDC expriment ¢galement le récepteur CXCR3, qui
ne permet pas la migration directe des pDC mais les sensibilise a la chimiokine CXCL12.
Suite a leur activation, les pDC peuvent sécréter deux chimiokines inductibles par I'l[FN-q,
CXCL9 et CXCL10, qui se lient a CXCR3 et sensibilisent les pDC au chimiotactisme régulé
par CXCL12 (Vanbervliet et al., 2003). Dans le mélanome, il a également été mis en évidence
le role de la chimiokine CCL20, ligand de CCR6 exprimé par les pDC, dans l'accumulation
des pDC au niveau des Iésions tumorales (Charles et al., 2010). Enfin, les pDC expriment
CCR2 le récepteur a la chimiokine CCL2, fréquemment sécrétée par les tumeurs et qui pro-
meut le recrutement de monocytes inflammatoires, de macrophages associés aux tumeurs
(TAM) et aux métastases (MAM) (Penna et al., 2002b). Le CCL2 sécrété par les tumeurs est
considéré comme un facteur associé a un mauvais pronostic de survie (Saji et al., 2001; Ueno
et al., 2000). Sous certaines conditions d'activation, les mastocytes infiltrant la tumeur pour-

raient également sécréter cette cytokine et participer au recrutement des pDC dans la tumeur

(Drobits et al., 2012).

C. Subversion des fonctions des pDC par le microenvironnement tumoral

Les pDC recrutées par le microenvironnement tumoral présentent souvent un phéno-
type non activé caractérisé par une dysfonction dans la production d'IFN-a en réponse a la
stimulation de leur TLR et par leur incapacité a générer une réponse T efficace. L'infiltration
de pDC dans les tumeurs mammaires est un facteur associ¢ a un mauvais pronostic de survie
(Treilleux et al., 2004). Plusieurs mécanismes sont développés par les cellules tumorales et
leur environnement sont responsables de ces dysfonctions et conduisent les pDC associées

aux tumeurs (TApDC) a acquérir un phénotype tolérogene (Demoulin et al., 2013).
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1. Suppression des fonctions immunostimulatrices des TApDC

La suppression des fonctions immuno-activatrices des pDC peut étre induite par des
médiateurs sécrétés par la tumeur ou l'infiltrat immunitaire qui y réside. La prostaglandine E-2
(PGE,), sécrétée par les cellules tumorales, associée au transforming growth factor (TGF-p),
sécrété par l'infiltrat immunitaire intra-tumoral, sont impliqués dans la suppression de la fonc-
tion de sécrétion de I'IFN-a par les pDC en réponse a l'engagement des TLR7/9. Cette inhibi-
tion pourrait étre due a une diminution de I'expression de ces TLR ou du facteur de transcrip-
tion IRF7, qui régule la synthése d'IFN-a, par les pDC exposées au microenvironnement tu-
moral (Bekeredjian-Ding et al., 2009).

La molécule HMGBI est libérée par les cellules tumorales nécrotiques et est décrite
comme DAMP et puissant activateur de la réponse inflammatoire. Cependant, sous certaines
conditions, cette molécule pourrait participer a l'inhibition des fonctions immunostimulatrices
des TApDC. En liant le récepteur inhibiteur "T cell immunoglobulin mucin-3" (TIM-3) ex-
prim¢é par les TApDC, HMGBI inhiberait le transport des acides nucléiques dans les en-
dosomes et par conséquence la synthése d'IFN de type I qui en résulte (Chiba et al., 2012).

Pour échapper a la mise en place d'une réponse immunitaire anti-tumorale régulée par
les pDC, les cellules tumorales peuvent exprimer également des ligands de récepteurs inhibi-
teurs exprimés par les pDC. Le "Bone marrow stromal antigen 2" (BST2), aussi connu sous le
nom de "tetherin" ou CD137, est exprimé de manicre constitutive par un grand nombre de
lignées de cellules tumorales et constitue un ligand du récepteur "immunoglobulin-like trans-
cript 7" (ILT7) exprimé par les pDC. ILT7 est associé au récepteur FcyRII qui assure la trans-
duction intracellulaire du signal (Cao and Bover, 2010; Cao et al., 2006). La liaison
BST2/ILT7 inhibe la syntheése de I'l[FN-a et du TNF-a par les pDC exposées a des ligands des
TLR7/9 (Tsukamoto et al., 2009). La molécule BDCA2 "Blood Dendritic Cell Antigen 2",
spécifiquement exprimée par les pDC, associée au récepteur spécifique des IgE FceRI, consti-
tue également un récepteur inhibiteur. L'existence d'un ligand naturel de BDCA2, exprimé par
la tumeur, n'est pas formellement établie, mais pourrait contribuer a l'inhibition des fonctions
immunostimulatrices des pDC. En effet, I'engagement de BDCA2 conduit a une inhibition de
la maturation des pDC et de leur capacité de synthese d'IFN-a et les conditionne de sorte

qu'elles polarisent la réponse T helper vers un phénotype Ty2 (Cao et al., 2007).
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1i.  Acquisition de fonctions suppressives par les TApDC

L'acquisition de fonctions suppressives par des TApDC a pu étre observée chez
I'homme et dans des mod¢les murins. Le facteur de transcription FOx03 a été identifi¢, dans le
cancer de la prostate chez 'nomme et dans un modele murin, comme responsable de 1'acquisi-
tion de ce phénotype immunosuppresseur par les TApDC caractérisé par la sécrétion d'Indo-
leamine 2,3-dioxygenase (IDO), d'arginase et de TGF-p (Watkins et al., 2011). L'IDO est une
enzyme qui catabolise le tryptophane en kynurénine. En dégradant le tryptophane, essentiel a
la prolifération des cellules T, IDO agit comme un agent immunosuppresseur puissant. Ces
pDC IDO+ ont été détectées dans les ganglions drainant la tumeur de patients atteints de mé-
lanome (Gerlini et al., 2010).

Les fonctions suppressives des TApDC passent également par 1'expression du ligand
"Inducible T-cell costimulator" ICOSL, dont I'expression sur les TApDC pourrait étre induite
par le microenvironnement tumoral. La liaison de ICOSL au récepteur ICOS, naturellement
exprimé par les LT CD4+ naifs, polarise la différenciation de ces derniers vers un phénotype
Treg (Ito et al., 2007). De telles fonctions suppressives ont été observées chez des patientes
atteintes de cancers ovariens ou les TApDC sont responsables de la génération de lympho-
cytes Treg FoxP3+ producteurs d'IL-10, suite a la signalisation ICOSL/ICOS (Conrad et al.,
2012).

D. Intérét de stimuler les pDC pour la réponse immunitaire anti-tumorale

1.  Récupération des fonctions immunostimulatrices des TApDC par une
stimulation TLR7

Si les TApDC acquierent des fonctions immunosuppressives sous l'influence du mi-
croenvironnement tumoral, il semble néanmoins que sous certaines conditions d'activation,
elles peuvent étre reprogrammeées pour devenir des acteurs efficaces, voire indispensables a
I'établissement d'une réponse immunitaire anti-tumorale.

Tres récemment, Goutagny et ses collaborateurs ont démontré dans un modele de can-
cer du sein chez la souris que les TApDC s'accumulent sous une forme immature dans la tu-
meur et participent a la progression tumorale (Le Mercier et al., 2013). Dans cette étude, les
auteurs ont notamment démontré que les TApDC conservent leur capacité a internaliser des

antigeénes, mais présentent une incapacité a sécréter de I'lFN-o en réponse a la stimulation du

76



TLR9 par les CpG-A/ODN-2336 et CpG-B/ODN-1826, mais conservaient leur capacité a
synthétiser du TNF-a en réponse a ces mémes ligands. Cette perte de sensibilité aux ligands
de TLRO n'est pas due a une diminution de I'expression du TLR9. La déplétion des TApDC
provoque un retard dans la progression tumorale, attestant de 1'implication des TApDC dans la
croissance tumorale. De fagon surprenante, les TApDC conservent leur capacité a sécréter de
I'IFN-a. en réponse a une stimulation du TLR7 in vitro et particuliérement suite a 1'exposition
au virus Influenza, alors que d'autres ligands de TLR7 ne sont pas aussi efficaces. Enfin, les
auteurs ont démontré in vivo que l'injection intra-tumorale ou controlatérale de ligand TLR7
induit une sécrétion robuste d'IFN-a par les pDC des souris traitées. Par contre, seule I'injec-
tion intra-tumorale du ligand TLR7 induit une régression tumorale significative, suggérant
que seul le recrutement des pDC intra-tumorales permet une réponse efficace. La déplétion
des TApDC ou l'injection d'anticorps bloquant le récepteur a I'lFN-a (IFNAR1) abroge I'effet
anti-tumoral des ligands de TLR7 (Le Mercier et al., 2013). Ces résultats démontrent que les
TApDC peuvent récupérer des fonctions anti-tumorales sous certaines conditions d'activation
et que l'effet anti-tumoral régulé par les ligands de TLR7 est strictement dépendant des

TApDC et de I'l[FN-a qu'elles produisent.

1.  Engagement des TLR7/9 et synthése d'IFN-a : dichotomie NF-
kB/IRF7

La capacité des pDC a sécréter de grandes quantités d'TFN-a en réponse a l'engage-
ment des TLR7/9 semble largement contribuer a leurs propriétés anti tumorales. Toutefois, il
apparait que les pDC ne répondent pas de la méme manicre a tous les ligands TLR.

En fonction de la nature du ligand TLR utilisé, deux voies d'activation peuvent étre
engagées dans les pDC humaines. Cette dichotomie fut rapportée pour la premiére fois par
Hartmann et ses collaborateurs qui démontrérent que deux agonistes du TLRY n'induisaient
pas le méme type de maturation des pDC (Kerkmann et al., 2003). Le CpG de type A, qui
contient un seul motif CpG et une queue poly(G), induit une forte sécrétion d'IFN-a par les
pDC car il est retenu stablement dans 1'endosome précoce, ce qui favorise le recrutement du
facteur de transcription IRF7 et permet une synthése de grandes quantités d'IFN-o (Honda et
al., 2005). A l'inverse, le CpG de type B, qui contient plusieurs motifs CpG et ne posséde pas
de queue poly(G), transite rapidement vers I'endosome tardif. Il en résulte une faible activa-
tion du facteur de transcription IRF7 et donc une faible synthése d'IFN-a (Kawai and Akira,
2010). Par contre, I'engagement du TLR9 par le CpG-B permet a la pDC d'acquérir un phéno-

type mature complet et de synthétiser des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6, I'IL-
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8 et le TNF-a grace au recrutement du facteur NF-xB (Jaehn et al., 2008). Plus récemment,
l'existence de cette dichotomie a ét¢ démontrée pour le TLR7 (O'Brien et al., 2011). Dans
cette étude, le VIH se comporte comme le CpG-A, en recrutant le TLR7 dans l'endosome pré-
coce. Il induit une maturation incompléte des pDC et leur permet de synthétiser de grandes
quantités d'IFN-a, alors que le R-848 recrute le TLR7 dans l'endosome tardif et favorise 1'ac-
tivation de la voie NF-kB conduisant a une maturation compléte des pDC, une synthése de

cytokines pro-inflammatoires mais de faibles quantités d'IFN-a.

La qualit¢é du ligand de TLR utilisé pour recruter les pDC dans la réponse anti-
tumorale doit étre adapté a la fonction des pDC que 1'on souhaite mobiliser : la sécrétion

d'TFN-a ou I'expression des molécules de costimulation.

iii.  Fonctions de l'IFN de type I dans le rejet des tumeurs

L'TFN a initialement été décrit pour ses propriétés antivirales lorsque Lindenmann et
ses collaborateurs ont mis en évidence que le virus Influenza, inactivé par la chaleur et injecté
chez des embryons de poulets, inhibait la prolifération du virus vivant (Isaacs and
Lindenmann, 1957). Aujourd'hui 3 types d'interférons sont décrits : l'interféron de type I qui
comprend les IFN-o/B/e/x/®, l'interféron de type II ou IFN-y et le plus récemment décrit,
l'interféron de type III ou IFN-A. Ce dernier est également produit en réponse aux infections
virales. Il est actuellement testé dans le contrdle des infections par le virus de I'hépatite C. Ils
se lient respectivement aux récepteurs IFNAR1/2, IFNAG1/2 et IFNLR1/IL10R2 (Tarhini et
al., 2012).

L'IFN de type I présente des propriétés anti-tumorales. L'IFN-a inhibe directement la
croissance des cellules tumorales en agissant comme un agent anti-angiogénique et cytosta-
tique. Il peut également induire 'expression de genes suppresseurs de tumeur et inhiber 1'ex-
pression d'oncogenes. En plus de son action directe sur le tissu tumoral, 1'lFN-a agit sur les
cellules immunitaires en liant l'i'mmunité innée et I'immunité adaptative (Ferrantini et al.,
2007; Tarhini et al., 2012). L'IFN-a et I'lFN- sont des agents immuno-modulateurs puissants
qui augmentent les propriétés cytotoxiques des cellules NK (Biron et al., 1999). Liu et ses
collaborateurs ont également démontré, dans un modele murin, que les pDC stimulées par un
ligand de TLR9 permettent le recrutement des cellules NK dans la tumeur et leur activation,
qui fournissent en retour la matrice nécessaire aux DC my¢loides pour réaliser la présentation

croisée d'antigénes de tumeurs (Liu et al., 2008b). Le traitement des lymphocytes T par I'IFN-
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a, in vitro, prolonge leur survie (Marrack et al., 1999), améliore leur expansion clonale et leur
différenciation en cellules effectrices (Curtsinger et al., 2005). De méme, in vivo, I'lFN-a est
indispensable pour I'expansion clonale des LT CD4+ et CD8+ spécifiques d'antigénes pendant
une infection virale, et est nécessaire a l'activation (priming) de LT CD8+ naifs (Le Bon et al.,
2006). Les IFN-a et -p induisent également la maturation des cellules dendritiques et potentia-
lisent leur capacité a réaliser la présentation croisée d'antigeénes.

Enfin, plusieurs études récentes ont démontré, dans des modeles murins, la nécessité
de I'IFN de type I a la mise en place d'une réponse immunitaire anti-tumorale efficace
(Diamond et al., 2011; Fuertes et al., 2011). Cette réponse efficace est la résultante de 1'action
de I'IFN de type I, et particulierement de 1'l[FN- selon Gajewski et ses collaborateurs, des
cellules dendritiques murines CD8a+, homologues des DC CD141+ humaines, et des lym-
phocytes T CD8+ spécifiques d'antigénes de tumeurs. Dans ces études, les auteurs démontrent
que l'effet anti-tumoral de 1'l[FN de type I ne requiert pas la présence des lymphocytes NK, ni
des granulocytes ou macrophages, mais que les DC CD8o+ sont la cible principale de 1'TFN
de type L. Les auteurs ont également pu mettre en évidence que l'effet de 1'lFN de type I n'est
pas redondant avec celui de 1'lFN-y. En inhibant de maniere sélective I'expression du récep-
teur IFNAR de I'I[FN-o/-B, ils ont pu démontrer que le développement de lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques dirigés contre des antigenes de tumeurs requiert la signalisation de I'IFN-
o/-B dans les DC CD8a+ pour potentialiser leur capacité de présentation croisée.

L'ensemble de ces travaux atteste du role central joué par I'lFN de type I et les cellules
dendritiques dans la mise en place d'une réponse immunitaire anti-tumorale. L'effet de I'lFN

de type I sur le recrutement des DC CD141+ humaines reste a évaluer.

iv.  Les pDC sont équipées pour acquérir des antigenes, réaliser la pré-
sentation croisée des antigénes

Les pDC sont capables d'internaliser des formes variées d'antigénes, grace a différents
mécanismes, notamment la phagocytose et 1'endocytose régulée par des récepteurs. Elles
semblent toutefois internaliser les antigenes solubles moins efficacement que les mDC, pro-
bablement a cause d'une activité de macropinocytose plus faible. Cependant, il a été démontré
qu'elles sont quand méme capables de réaliser la présentation croisée a partir de cette source
d'antigenes (Segura et al., 2013a; Tel et al., 2013b; Tel et al., 2012b). Les pDC ont également
la capacité d'internaliser des antigénes a partir de cellules nécrotiques ou apoptotiques, et a
réaliser la présentation croisée d'antigénes viraux (Hoeffel et al., 2007) et d'antigénes de tu-

meur (Tel et al., 2013b). Comme je 1'ai évoqué dans le paragraphe dédié¢ a la présentation
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croisée, le mode d'acquisition des antigénes est une étape déterminante dans le processus de
présentation croisée et détermine l'efficacité de ce processus. Les pDC sont équipées de nom-
breux récepteurs pouvant étre utilisés pour l'internalisation par endocytose d'antigénes particu-
laires dérivés de cellules.

Les pDC expriment également certains récepteurs de la famille des Lectines de type C
(C-type Lectin - CLR) qui reconnaissent des antigénes "décorés" par certains motifs glycosy-
1¢s. BDCA2 (CD303) est un CLR exprimé de manicre spécifique par les pDC (Dzionek et al.,
2002). L'internalisation d'antigénes présentant des motifs glycosylés reconnus par BDCA2
conduit a leur présentation dans les molécules HLA-II. Toutefois, I'engagement du BDCA?2
abolit la sécrétion d'IFN-a par stimulation TLRO, et I'engagement des TLR diminue l'expres-
sion de BDCA2 (Cao et al., 2007). Les pDC expriment d'autres CLR tels que DEC-205 et
DCIR. L'engagement de ces deux récepteurs diminue la synthése d'IFN-a par stimulation du
TLR9 sans l'inhiber complétement. L'engagement des TLR diminue I'expression de DCIR,
mais augmente 1'expression de DEC-205. L'implication de ces récepteurs dans la présentation
croisée par les mDC laisse a penser qu'ils pourraient avoir la méme fonction sur les pDC.

L'équipe du Dr De Vries souhaite exploiter I'expression de ces récepteurs d'endocytose
par les pDC pour développer une stratégie de ciblage in vivo des pDC. Le récepteur DCIR
semble étre une cible idéale puisqu'il permet l'internalisation des antigénes pour présentation
sans abroger la sécrétion de cytokines par les pDC. De plus, Banchereau et ses collaborateurs
ont démontré que toutes les populations de DC (mDC et pDC) "cross-présentent” les anti-
génes internalisés via DCIR. Ces propriétés seraient augmentées en présence d'un agoniste
TLR7/8 (Klechevsky et al., 2010). Le ciblage de DCIR pour délivrer des antigénes et des

agonistes TLR permettraient de recruter in vivo toutes les populations de DC du sang.

v.  Les pDC activées présentent des propriétés cytotoxiques

En 2006, Plumas et ses collaborateurs ont démontré que les pDC peuvent, sous cer-
taines conditions d'activation, acquérir des fonctions cytotoxiques et participer de maniére
directe a la lyse des cellules tumorales (Chaperot et al., 2006). Dans cette étude, les auteurs
démontrent que les pDC, stimulées par des ligands synthétiques (R-848 et CpG-A) ou par le
virus Influenza inactivé par la chaleur, expriment TRAIL (tumor-necrosis-factor related apop-
tosis inducing ligand). La molécule TRAIL induit I'apoptose des cellules cibles qui expriment
les récepteurs DR4 et DRS (Death Receptor 4 et 5). L'expression de TRAIL est induite par

une sécrétion autocrine et paracrine d'IFN de type I par les pDC stimulées par les agonistes
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TLR. L'IFN-a/-fB est impliqué dans 1'expression de TRAIL. En revanche, I'lFN-y n'est pas
impliqué dans 'expression de cette molécule. Les pDC TRAIL+ induisent la lyse des cellules
tumorales cibles DR4/5 positives a parti d'un ratio (E:T) 15:1. L'IFN de type I stimule 1'ex-
pression de DR4 et DRS5 sur les cellules cibles et les sensibilise a la lyse par les pDC
TRAIL+.

Depuis, d'autres équipes ont rapporté l'acquisition de fonctions cytotoxiques par les
pDC activées par des agonistes TLR. De Vries et ses collaborateurs ont récemment démontré
que les pDC humaines présentent des propriétés lytiques directes contre les cellules tumorales
suite a leur activation par un ligand naturel du TLR7, le virus vaccinal de I'encéphalite a tique
(Frith Sommer Meningo-Enzephalitis -FSME). Les auteurs mettent en évidence 1'expression,
par les pDC exposées au FSME, des molécules cytotoxiques TRAIL et Granzyme B, ainsi que
'expression du marqueur des cellules NK CD56. En coculture, ces pDC cytotoxiques indui-
sent la lyse spécifique de cellules tumorales cibles pour un ratio (E:T) de 20:1 au bout de 18h,
et de 10:1 au bout de 66h de coculture. De maniére étonnante, dans cette étude, 1'inhibition
des molécules cytotoxiques par des anticorps bloquants anti-TRAIL et anti-Granzyme B ne
permet pas d'inhiber la lyse des cellules cibles par les pDC (Tel et al., 2012a).

Enfin, dans un mod¢le murin de mélanome, Sibilia et ses collaborateurs ont mis en
évidence que l'application locale d'une creme formulée a 5% d'Imiquimod permet non seule-
ment l'acquisition de propriétés cytotoxiques par les pDC mais participe €également au recru-
tement des pDC dans la tumeur (Drobits et al., 2012). L'engagement du TLR7 des mastocytes
infiltrés dans la tumeur cutanée induit une forte sécrétion de la chimiokine CCL2, qui conduit
au recrutement des pDC exprimant le récepteur spécifique CCR2. Sur place, les pDC sont a
leur tour exposées a l'agoniste TLR7 qui les active, stimule la synthese d'IFN de type I et in-
duit I'expression des molécules cytotoxiques TRAIL et Granzyme-B. L'IFN de type I agit éga-
lement sur les cellules de mélanome en stimulant l'expression des récepteurs DR4 et DRS, les
rendant ainsi plus sensibles a la lyse par TRAIL. Dans cette étude, les auteurs démontrent que
l'effet anti-tumoral de I'Imiquimod est 1ié¢ a I'activation des propriétés cytotoxiques des pDC,
plutdt qu'a 'activation d'autres cellules de 1'immunité innée ou adaptative par I'I[FN de type I
sécrété par les pDC ou a l'effet cytotoxique direct de I'IFN de type I sur la croissance tumorale
(Drobits et al., 2012). La cytokine CCL2 produite par un grand nombre de cellules tumorales,
impliquée dans le recrutement de cellules suppressives (TAM) et associée a un mauvais pro-
nostic (voir § Les pDC sont recrutées dans les tumeurs), pourrait jouer paradoxalement un
role central dans le développement d'une réponse immunitaire anti-tumorale impliquant les

pDC. En effet, le CCL2 pourrait induire leur recrutement dans la tumeur et permettre l'activa-
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tion, sur site, de leurs propriétés anti-tumorales par un agoniste du TLR7 (Jimenez-Baranda et

al., 2012).

Figure 15 : Acquisition de fonctions cytotoxiques par les pDC exposées a 1I'miquimod
(Jimenez-Baranda et al., 2012). (i) L'application locale d'Imiquimod stimule la production
TLR7 dépendante de la chimiokine CCL2 par les mastocytes. (ii) Les pDC migrent dans la
tumeur suivant le gradient de CCL2 et sont exposées a 1'Imiquimod dans la tumeur. (iii) Les
pDC activées synthétisent de grandes quantités d'IFN-a/- qui permet l'expression des molé-
cules cytotoxiques TRAIL et Granzyme-B par une boucle autocrine/paracrine. (iv) L'IFN-o/-3
synthétisé par les pDC induit I'expression des récepteurs de TRAIL sur les cellules tumorales
(DR4 et DR5) et les sensibilisent a la lyse par les pDC TRAIL+.

vi.  Utilisation clinique des pDC

Des stratégies de traitement du cancer visant a stimuler les pDC se développent. La
creme formulée a 5% d'Imiquimod (ligand de TLR7) a regu une autorisation de mise sur le
marché et est commercialisée sous le nom d'Aldara. Son application est indiquée dans le trai-
tement de carcinomes basocellulaires superficiels, de carcinomes a cellules squameuses et de
kératoses actiniques (Smits et al., 2008). Georg Stary et ses collaborateurs ont confirmé chez
des patients atteints de carcinomes basocellulaires traités par applications locales de créme
formulée a 5% d'Imiquimod, les données obtenues chez la souris (Stary et al., 2007). Dans
cette étude, les auteurs observent une forte infiltration de pDC entourant les cellules tumorales

suite au traitement. Les pDC dans les l1ésions tumorales présentent un marquage positif pour la
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molécule cytotoxique TRAIL, mais ne présentent pas de marquage pour la molécule Gran-
zyme-B alors que leurs homologues circulantes expriment cette molécule. L'infiltrat immuni-
taire intra-tumoral suite a 1'application de la créme comprend également des LT CD8+ et des
cellules NK. De maniére surprenante, ces cellules n'expriment pas de molécules cytotoxiques
Granzyme B ou perforine. L'absence de marquage Granzyme B ou perforine peut étre di au
fait que les analyses sur coupe de tumeur ont été réalisées 15 jours apres traitement. Ces cel-
lules ont peut-&tre déja libéré le contenu de leurs granules cytotoxiques au moment de 1'ana-
lyse. Dans cette étude, les auteurs démontrent également que les mDC peuvent acquérir des
fonctions cytotoxiques apres avoir €té stimulées par un agoniste des TLR7/8 en exprimant le
Granzyme B et la perforine.

Treés récemment, les résultats du premier essai clinique de phase I, réalisé¢ par 1'équipe
du Dr De Vries et utilisant les pDC dans une stratégie de vaccination anti-tumorale, ont été
publiés (Tel et al., 2013a). Dans cette étude, les auteurs ont réalis€¢ au moins trois injections a
15 jours d'intervalle de 0.3 a 3 millions de pDC autologues activées et chargées avec diffé-
rents épitopes des antigénes de tumeur de différenciation mélanocytaire gp100 et tyrosinase, a
15 patients HLA-A*0201 présentant un mélanome métastatique. Les pDC ont été activées
pendant 6 heures en présence du FSME, un ligand naturel du TLR7, et l'injection des pDC a
¢été réalisée directement dans un ganglion lymphatique afin d'optimiser les chances de "pri-
ming" de LT CD8+ spécifiques. Quarante-huit heures aprés 1'injection des pDC, les auteurs
ont observé la migration des pDC dans des ganglions distants, ce qui contraste avec les essais
cliniques réalisés avec des DC dérivées de monocytes qui ont tendance a rester au site d'injec-
tion. Les pDC injectées sécretent de I'lFN-a et induisent 1'expression de genes dépendants de
I'TFN par les PBMC tels que PKR et IRF7. Les auteurs ont mis en évidence la synthese d'anti-
corps anti-FSME et une prolifération de LT CD4+ FMSE-dépendant, démontrant le priming
de Lymphocytes B et de T CD4+ spécifiques par les pDC injectées. Enfin, les auteurs ont mis
en évidence, grace a une restimulation in vitro et un test d'hypersensibilité retardée cutanée
(DTH skin), le développement d'une réponse LT CD8+ spécifique de l'antigene de tumeur
gp100. La vaccination utilisant des pDC activées et chargées par des antigénes de tumeur a
permis une amélioration statistiquement significative de la survie globale des patients traités
(22 mois) par rapport au traitement conventionnel par Dacarbazine (7,2 mois). Deux ans apres
le début du traitement, 7 des 15 patients vaccinés avec les pDC étaient en vie contre 6 patients
sur 72 dans le groupe traité par Dacarbazine.

Actuellement, une autre stratégie de vaccination anti-tumorale dans le mélanome utili-

sant des pDC est développée dans un essai de phase I/Il conduit par I'Etablissement Frangais
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du Sang et le CHU de Grenoble, France. Cette stratégie comprend l'injection d'une lignée
HLA-A*0201 de pDC (GeniusVac-Mel4) irradiée et pulsée avec différents antigénes de tu-
meurs (MelanA/MART-1, gpl00/pmell7, tyrosinase, et MAGE-A3). Les patients HLA-
A*0201+ recevront des doses de 4, 20 ou 60 millions de pDC pulsées, injectées en sous-
cutané. Trois patients seront recrutés pour chaque groupe de dose. Les objectifs de cet essai
clinique, dont les résultats ne sont pas publiés, sont I'évaluation de la tolérance aux injections
(Dose maximale tolérée), et I'évaluation de la réponse immunitaire anti-tumorale, notamment
I'étude de la fréquence et de la fonctionnalité des LT CD8+ spécifiques de chacun des anti-

genes pulsés sur les pDC (http://clinicaltrials.gov).
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V. Objectifs de la thése

Les travaux de notre équipe, dirigée par le Dr Marc Grégoire, se concentrent sur le
développement de stratégies visant a déclencher une mort immunogéne des cellules tumorales
en utilisant notamment les propriétés oncolytiques du virus de la rougeole. Cette étude est
réalisée en collaboration avec 1'équipe du Pr Frédéric Tangy de l'unité "Génomique Virale et
Vaccination" de I'Institut Pasteur de Paris.

Les travaux précédents de notre équipe ont démontré 1’efficacité cytotoxique de la
souche vaccinale Schwarz du virus de la rougeole sur des lignées de cellules tumorales de
Meésothéliome Pleural Malin (MPM), une pathologie qui se développe au niveau de la plévre
suite a une exposition aux fibres d'amiante et pour laquelle il n'existe pas de traitement effi-
cace (Gauvrit et al., 2008). Les travaux du Dr Anne Gauvrit ont également démontré que
l'infection des cellules tumorales par le MV induit la libération de motifs moléculaires asso-
ciés au danger (DAMP) par les cellules tumorales, responsables de l'activation des pro-
grammes de maturation et de présentation d'antigenes des cellules dendritiques dérivées de
monocytes (Mo-DC).

Ces derniéres années, les preuves expérimentales et cliniques démontrant que les pDC
peuvent participer a I'établissement d'une réponse immunitaire spécifique d'antigenes de tu-
meur s'accumulent. L'ensemble des propriétés anti-tumorales des pDC repose sur leur capacité
a etre activées fortement par des agonistes des TLR7 et TLR9 naturels (acides nucléiques vi-
raux) ou synthétiques. Les travaux que j’ai effectués dans le cadre de mon doctorat portent sur
I'étude des propriétés oncolytiques du virus atténué de la rougeole vis-a-vis des cellules tumo-
rales, et 1'é¢tude de ses propriétés immuno-adjuvantes sur les pDC. Les objectifs de mon travail
de these ont donc été de :

1) Caractériser les propriétés oncolytiques du MV sur des lignées cellulaires d'adéno-
carcinomes pulmonaires et colorectaux en analysant l'expression des récepteurs d'entrée con-
nus, la cinétique d'infection et l'induction de la mort des cellules infectées in vitro, et in vivo
dans un modele murin de xénogreffes de tumeurs humaines.

2) Etudier les propriétés adjuvantes du MV sur les pDC, en analysant l'effet des cel-
lules tumorales infectées sur la maturation des pDC, leur sécrétion d'IFN-a, et en déterminant
le ou les récepteurs impliqués dans ces événements. De plus, apres la mise au point d'un mo-

dele de présentation croisée de 1'antigene de tumeur NY-ESO-1, 1'étude des capacités des pDC
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a "cross-présenter” cet antigéne a partir de cellules tumorales infectées ou induites en apop-

tose par irradiation UV-B a pu étre réalisée.

RESULTATS
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VI. Article n°1 : "Natural Oncolytic Activity of Live-Attenuated Measles
Virus against Human Lung and Colorectal Adenocarcinomas'

A. Résultats principaux

Le virus atténué de la rougeole est proposé comme agent oncolytique pour infecter et
lyser les cellules tumorales sans affecter les cellules saines. Les travaux précédents de 1'équipe
ont mis en évidence les propriétés oncolytiques du virus atténué (souche Schwarz) de la rou-
geole (MV) contre des lignées de cellules tumorales de mésothéliome pleural malin. Par ail-
leurs, l'action oncolytique du MV a été¢ démontrée contre d'autres types de tumeurs dont les
lymphomes, glioblastomes, le myélome multiple, les cancers ovariens ou le mélanome. Dans
cette étude, nous avons étudié in vitro et in vivo dans un modé¢le murin de xénogreffe tumo-
rale, l'activité oncolytique du MV contre des cellules d'adénocarcinomes pulmonaires et colo-
rectaux.

Nous avons mis en évidence que les cellules de ces deux types de cancers expriment
toutes la molécule CD46, le récepteur principal du MV, et que son niveau d'expression est
hétérogene entre les lignées cellulaires. Les lignées étudiées sont efficacement infectées a 72h
post-infection in vitro. L'infection conduit a la mort des cellules tumorales, caractérisée par
une augmentation du marquage Annexine-V. Afin de confirmer, in vivo, les résultats obtenus
in vitro, nous avons développé un modéle de xénogreffe de cellules tumorales humaines sur
des souris nude. Une injection intra-tumorale unique de 1,5.107 TCDIDsy de MV a permis de
contenir I'augmentation du volume de tumeurs colorectales (Caco-2) largement établies (100 a
200 mm’), chez les animaux traités pendant 31 jours. Trois injections intra-tumorales de
1,5.10’ TCDIDs, de MV ont permis de contrdler la croissance du volume des xénogreffes de
cellules tumorales humaines A549 pendant 42 jours. Enfin, l'effet anti-tumoral du MV in vivo,
sur les xénogreffes de cellules humaines colorectales Caco-2, est associé a une forte activation
de la caspase-3 dans les tumeurs des animaux traités, alors que l'effet anti-tumoral du MV sur
les xénogreffes de cellules tumorales humaines d'adénocarcinome pulmonaire A549 n'est pas
associ¢ a l'expression de la caspase-3 dans les tumeurs traitées.

Nos résultats démontrent que le virus atténué de la rougeole permet de contrdler le
développement de carcinomes pulmonaires et colorectaux largement établis dans un modele

de xénogreffes de tumeurs humaines. Ces résultats fournissent de nouveaux arguments en
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faveur de l'utilisation du virus atténué de la rougeole en tant qu'agent oncolytique dans le trai-

tement de cancers agressifs.
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VII. Article n°2 : "Measles Virus Vaccine—Infected Tumor Cells Induce

Tumor Antigen Cross-Presentation by Human Plasmacytoid Dendritic
Cells"

A. Résultats principaux

La souche atténuée (souche Schwarz) du virus de la rougeole (MV) est proposée
comme agent anti-tumoral pour infecter et tuer spécifiquement les cellules tumorales en épar-
gnant les cellules saines. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont spécialisées
dans la synthése d'interféron alpha (IFN-a) et jouent un réle primordial dans la réponse im-
munitaire antivirale. Dans cette étude, nous avons analysé, in vitro, les effets de cellules tu-
morales infectées par le MV sur le phénotype et la fonction des pDC humaines.

Nous avons ¢étudié la maturation et la présentation croisée d'un antigene de tumeur par
les pDC co-cultivées soit avec des cellules tumorales infectées, soit avec des cellules tumo-
rales exposées aux UV. Nous démontrons que seules les cellules tumorales infectées par le
MYV induisent la maturation des pDC, caractérisée par une production importante d'IFN-a. La
production d'IFN-a est déclenchée suite a 1'engagement du TLR7 des pDC probablement par
I'ARN simple-brin du MV. Nous avons également observé, par microscopie confocale, que
les cellules tumorales infectées sont phagocytées par les pDC. Enfin, nous observons la pré-
sentation croisée de l'antigene de tumeur NY-ESO-1 a un clone de lymphocytes T CD8+ spé-
cifique du complexe HLA-A*0201/NY-ESO-1(157-165), uniquement lorsque les pDC sont
co-cultivées avec les cellules tumorales NY-ESO-1" infectées par le MV. Le niveau d'activa-
tion du clone par les pDC est comparable a celui obtenu avec des Mo-DC co-cultivées avec
ces cellules tumorales infectées.

L'ensemble de nos résultats suggere que l'utilisation de la souche Schwarz du virus de
la rougeole comme agent de virothérapie anti-tumorale induit une mort cellulaire immuno-
gene qui permet, en plus de 'activation des mDC, la maturation des pDC humaines, caractéri-
sée par la production d'une grande quantité d'I[FN-a et la présentation croisée d'antigénes de
tumeur. La virothérapie anti-tumorale utilisant la souche Schwarz du virus de la rougeole re-
présente ainsi un moyen de libérer des antigénes de tumeur pour la présentation croisée et de

recruter ces cellules présentatrices d'antigeénes dans la réponse immunitaire anti-tumorale.
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4: Activation of pDC in response to MV-infected tumor cells is
independent of MV replication in pDC and infection by CD46. (A) pDC were cultured with IL-3
alone, R848, IL-3/MV-eGFP (MV), IL-3/MV-eGFP with 10ug/ml of anti-CD46 or IL-3/UV-
irradiated MV-eGFP (MV*) at MOI=1 during 18hrs. Expression of CD83, CD80 and CD86 by
pDC was determined by flow cytometry. (B) pDC were cultured with IL-3, UV-irradiated M18,
MV-infected M18 (M18MV) in presence or absence of 10pg/ml of anti-CD46 (Hycult biotech),
or MV-infected M18 irradiated by UV before exposition to pDC (M18MV*). Expression of
CD83, CD80 and CD86 by pDC (gate on BDCA-4+/HLA-DR+ cells) was determined by flow
cytometry. (C) IFN-« production by pDC measured by ELISA. (D) MV-eGFP infection inhibition
of M18 by 10ug/ml of anti-CD46 monoclonal antibody after 72hrs of culture.

126



Supplemental Figure 5

Infection or UV-irradiation of tumor cells
M18 (NYESO-1pos HLA-A*0201"9)
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Supplemental Figure 5: shematic of the culture conditions used in the cross-presentation
experiments.
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VIII. Discussion

La virothérapie anti-tumorale utilise les propriétés oncolytiques de certaines souches
virales pour infecter et détruire spécifiquement les cellules tumorales, laissant le tissu sain peu
ou pas endommagé. Cette approche thérapeutique est actuellement évaluée dans différents
essais cliniques et pour différents virus (Russell et al., 2012). L'adénovirus H101 est a ce jour
le seul virus oncolytique ayant recu une autorisation de mise sur le marché. Il est uniquement
exploité en Chine pour le traitement des cancers ORL en combinaison avec de la radiothéra-
pie (Garber, 2006). En Europe et aux USA, le virus de I'herpés simplex [Talimogen Laherpa-
repvec (TVEC)], développé par 1'industriel Amgen, semble le plus avancé pour une commer-
cialisation. Les résultats d'un essai clinique de phase III randomisé devraient étre communi-
qués courant 2013 (Sheridan, 2013).

Parmi les virus oncolytiques étudiés, la souche atténuée Schwarz du virus de la rou-
geole (MV) est également un candidat prometteur. Les propriétés oncolytiques du MV ont été
largement étudiées in vitro et in vivo dans des modéles de xénogreffes de cellules tumorales
humaines (Guillerme et al., 2013a; Msaouel et al., 2013). Deux essais cliniques de phase I,
¢valuant les propriétés oncolytiques du MV contre des carcinomes ovariens et des lymphomes
cutanés a cellules T, ont livré des résultats prometteurs quant a l'utilisation du MV comme
agent anti-tumoral (Galanis et al., 2010; Heinzerling et al., 2005). Trois essais cliniques de
phase I supplémentaires sont en cours a la Mayo clinic, Rochester, Minnesota, USA, qui re-
crutent des patients atteints de carcinomes squameux récurrents ou métastatiques de la téte et
du cou, de mésothéliomes ou de myélomes multiples, et ont pour objectif commun de déter-
miner la dose maximum injectable de MV (http://clinicaltrials.gov).

La premiere partie de mon travail de thése a consisté, avec le Dr Nicolas Boisgerault
alors en theése au laboratoire, a étudier les propriétés oncolytiques du MV contre des types de
tumeurs pour lesquelles elles n'étaient pas décrites. Dans cette étude, nous avons démontré
que le MV infecte et lyse efficacement des lignées de cellules tumorales d'adénocarcinomes
pulmonaires et colorectaux in vitro et in vivo dans un modéle de xénogreffes de cellules tumo-
rales humaines (Boisgerault et al., 2013). Dans la plupart des cas, la sensibilité¢ a I'infection
augmente avec l'expression de CD46. Cependant, ces travaux ont permis de mettre en évi-
dence que l'expression des récepteurs connus CD46, CD150/SLAM et Nectin-4 ne permet pas
d'expliquer dans tous les cas la sensibilité¢ des cellules tumorales a l'infection par le MV,

comme en témoigne la bonne sensibilité a l'infection de la lignée d'adénocarcinome pulmo-
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naire ADK153 malgré son faible niveau d'expression de CD46. Les lignées ADK3 et
ADKI117 expriment des niveaux de CD46 comparables a la lignée ADK153 et s'infectent
pourtant de mani¢re moins efficace. On retrouve la méme dissociation entre le niveau d'ex-
pression des récepteurs et la sensibilité a l'infection pour des lignées de cellules tumorales de
mélanome. En effet, celles-ci expriment des niveaux trés faibles de CD46 par rapport aux
lignées cellulaires d'adénocarcinomes pulmonaires et colorectaux, et sont pourtant, pour 3
lignées sur 5, trés sensibles a l'infection par le MV (données non montrées). Ces résultats sug-
gerent l'existence de récepteurs inconnus ou de mécanismes intracellulaires qui favoriseraient
lI'infection ou au contraire la rendraient plus difficile. Le Dr Mariana Mesel-Lemoine de
'équipe du Pr Frédéric Tangy, a l'unité¢ de "Génomique Virale et Vaccination" de I'Institut
Pasteur de Paris, étudie actuellement la possibilité qu'un récepteur autre que ceux déja décrits,
régule l'infection des cellules tumorales.

La sensibilité des cellules tumorales a I'l[FN de type I pourrait étre un des mécanismes
qui influent sur l'efficacité de l'infection par le MV (Berchtold et al., 2013). La signalisation
induite par I'l[FN de type I peut aboutir a I'arrét de la synthése protéique des cellules exposées,
ce qui limiterait la propagation du virus dans la culture cellulaire. Carole Achard, étudiante en
theése dans 1'équipe, teste la sensibilité a l'infection par le MV de 25 lignées de mésothéliome
pleural malin établies dans le laboratoire, et leur expression des récepteurs connus du MV,
ainsi que des nouvelles molécules identifiées comme récepteur par le Dr Mariana Mesel-
Lemoine de I'équipe du Pr Frédéric Tangy. Ces résultats permettront d'avoir une idée de la
fréquence des patients pour lesquels les cellules tumorales sont efficacement infectées par le
MV. Carole va également tester la production d'IFN de type I par les cellules tumorales infec-
tées, ainsi qu'une série de molécules impliquées dans la signalisation de la voie de I'I[FN de
type 1. Cela permettra de déterminer le role que cette cytokine, aux propriétés antivirales,
pourrait jouer dans la régulation de l'infection par le MV.

In vitro, l'infection des lignées cellulaires conduit a une augmentation de la mort cellu-
laire, mise en évidence par l'augmentation du marquage cellulaire Annexine-V. Ce résultat
confirme que la mort induite par le MV s'apparente au mécanisme d'apoptose (Esolen et al.,
1995). Toutefois, I'observation sur 72h, par vidéo microscopie de l'infection de cellules tumo-
rales, met en évidence que l'effet cytopathique du MV met en jeu la formation de syncitia non
viables. Des 48h post-infection, certains syncitia éclatent et libérent leur contenu dans le mi-
lieu extérieur, comme en témoigne la dispersion rapide de la fluorescence associée au virus
dans le surnageant de culture. Toutes ces observations mettent en évidence que la mort induite

par le MV pourrait mettre en jeu des mécanismes de mort cellulaire différents de l'apoptose
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classique. La mort cellulaire induite par l'infection semble donc étre une mort cellulaire origi-
nale et complexe, différente de 1'apoptose ou la nécrose classique (Russell et al., 2012). La
détection d'IL-1p dans le surnageant de culture des cellules tumorales infectées (résultats non
montrés) montre que cette mort cellulaire pourrait s'apparenter a la pyroptose par exemple
(Galluzzi et al., 2012). Ceci pourrait en partie expliquer I'immunogénicité de la mort cellulaire
induite par le MV observée dans les travaux précédents de 1'équipe (Gauvrit et al., 2008).

D'autres équipes et la ndtre ont démontré in vivo la capacité oncolytique du MV a
stopper la croissance de xénogreffes de nombreux types de tumeurs humaines largement dé-
veloppées. Dans notre étude, l'analyse sur coupe de 1'expression de la caspase-3 activée, des
tumeurs traitées ou non, nous a permis de mettre en évidence que des mécanismes différents
pourraient réguler I'inhibition de la croissance tumorale obtenue par 1'injection intra-tumorale
de MV. In vivo, l'inhibition de la croissance des xénogreffes de cellules tumorales Caco-2 par
le MV est associée a une forte activation de la caspase-3 dans les tumeurs des souris traitées
par rapport aux souris du groupe contrdle. Ces résultats sont en adéquation avec ceux obser-
vés in vitro, et suggerent l'apoptose des cellules tumorales infectées. Par contre, l'inhibition de
la croissance des xénogreffes de cellules tumorales A549 n'est pas associée in Vivo a une acti-
vation de la caspase-3. Ce résultat suggere que l'effet anti-tumoral du MV est indépendant
dans ce cas de l'activation des mécanismes de l'apoptose. In vivo, l'infection par le MV semble
induire un mécanisme de mort cellulaire différent de I'apoptose pour certains types de cellules
tumorales.

La majorité des études sur le virus oncolytique de la rougeole évalue les propriétés
cytotoxiques directes du MV sur les cellules tumorales. Néanmoins les propriétés immuno-
adjuvantes du virus et de l'infection pourraient contribuer a l'efficacité de la virothérapie anti-
tumorale. Il est donc désormais envisagé que le succes de la virothérapie anti-tumorale passe
¢galement par le développement d'une réaction immunitaire contre les cellules tumorales.

Notre équipe, dirigée par le Dr Marc Grégoire, développe des stratégies visant a in-
duire la mort immunogene des cellules tumorales. Les travaux précédents de I'équipe ont dé-
montré que des cellules tumorales de mésothéliome infectées par le MV induisent en co-
culture la maturation de Mo-DC, alors que le virus seul ou les cellules tumorales induites en
apoptose par irradiation UV-B ne permettent pas cette maturation (Gauvrit et al., 2008). Ces
résultats suggerent que l'infection génére des DAMP libérés par les cellules tumorales infec-
tées et responsables de l'activation du programme de maturation et de présentation des anti-
génes des mDC. Parmi les DAMP libérés, le Dr Anne Gauvrit avait mis en évidence les pro-

téines de choc thermique HSP70 et GP96. Avec le Dr Nicolas Boisgerault, nous avons pu
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mettre en évidence que les cellules tumorales infectées libérent d'autres DAMP, notamment la
protéine HMGBI (résultats non montrés). Melcher et ses collaborateurs ont également montré
que l'infection par le MV induit la libération de la molécule HMGBI et I'expression des cyto-
kines pro-inflammatoires IL-6, IL-8, IFN-a et IFN-B, de la chimiokine RANTES par des cel-
lules tumorales de mélanome (Donnelly et al., 2013). L'infection des cellules tumorales par le
MYV conduit également a l'expression de calréticuline a la surface de certaines lignées (don-
nées non montrées). L'ensemble de ces résultats démontre que le MV induit la production de
DAMP et peut activer les DC my¢loides, qui jouent un réle central en liant I'immunité innée a
I'immunité adaptative.

Les travaux d'Anne Gauvrit ont également mis en évidence que le MV se réplique in-
tensément dans les cellules tumorales infectées. La quantité de particules virales infectieuses
est approximativement multipliée par 100 dans le milieu de culture a 72h post-infection par
rapport a 1'inoculum (Gauvrit et al., 2008). Le virus oncolytique de la rougeole est un virus a
ARN simple brin. Il constitue par conséquent un ligand naturel du TLR7, un PRR spécialisé
dans la détection des ARN viraux simple brin et dont I'expression, parmi les cellules dendri-
tiques humaines, est restreinte aux pDC (Hemont et al., 2013; Kadowaki et al., 2001). Les
pDC constituent ainsi un élément central dans la réponse immunitaire antivirale grace a leur
capacité a synthétiser de grandes quantités d'IFN de type I en réponse a I'engagement des
TLR7 et TLRY (Liu, 2005). J'ai donc consacré la seconde partic de ma thése a étudier, in vi-
tro, les effets de cellules tumorales infectées par le virus oncolytique de la rougeole sur le
phénotype et la fonction des pDC humaines.

Dans cette ¢tude, j'ai pu mettre en évidence que les pDC ne sont pas infectées d'une
maniere productive par le MV. J'ai également démontré que les cellules tumorales infectées
induisent la maturation des pDC, alors que les cellules tumorales induites en apoptose par
exposition aux UV-B ne permettent pas cette maturation. Cette maturation est caractérisée par
une forte augmentation du marqueur de maturation CD83 et la sécrétion de grandes quantités
d'IFN-a. Par la suite, en utilisant un inhibiteur spécifique, j'ai identifi¢ le TLR7 comme étant
le récepteur impliqué dans la sécrétion d'IFN-a par les pDC en présence du MV. Enfin, j'ai
démontré que les pDC réalisent la présentation croisée de l'antigéne de tumeur NY-ESO-1, a
un clone de lymphocyte T CD8+ spécifique du complexe HLA-A*0201/NY-ESO-1(157-165),
uniquement lorsqu'elles sont co-cultivées avec des cellules tumorales NY-ESO-17, infectées
par le MV.

Concernant l'infection des pDC, les travaux de Conzelmann et ses collaborateurs ainsi

que ceux de Valentin et ses collaborateurs, apportaient des résultats contradictoires. Les deux
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groupes mettent en évidence un marquage de I'hémagglutinine (H) virale du MV a la mem-
brane des pDC. Conzelmann et ses collaborateurs concluent de ce marquage que les pDC sont
infectées et amplifient le MV (Schlender et al., 2005), alors que Valentin et ses collaborateurs
démontrent que, malgré 1'expression de la protéine H a la membrane des pDC, le MV ne se
réplique que trés faiblement dans ce type cellulaire, en dosant le virus dans le surnageant de
culture des pDC exposées au virus (Duhen et al., 2010). De plus, Valentin et ses collabora-
teurs démontrent que le virus s'accumule dans les endosomes et non dans le cytoplasme des
pDC. J'ai pu confirmer, en partie, les résultats obtenus par Valentin et ses collaborateurs, par
l'analyse de l'infection sur 72h des pDC avec une souche du MV recombinante pour la GFP.
L'absence de signal GFP démontre que le virus n'est pas répliqué a l'intérieur des pDC.

Nous avons démontré que les cellules tumorales infectées et le MV activent la produc-
tion d'IFN-a par les pDC. Quand nous avons commencé 1'étude, la littérature présentait des
résultats contradictoires quant a la capacité du MV a induire la sécrétion d'I[FN-a par les pDC.
En effet, Valentin et ses collaborateurs ont démontré que les pDC produisent de grandes quan-
tités IFN-a en réponse au MV lorsqu'elles sont cultivées en présence d'IL-3, une cytokine es-
sentielle a leur survie en l'absence de stimulation des TLR (Duhen et al., 2010). Conzelmann
et ses collaborateurs ont rapporté, en 1'absence d'IL-3, que le MV inhibe la sécrétion d'IFN-a
par les pDC (Schlender et al., 2005). Mon travail explique que l'absence ou la présence d'IL-3
est a 'origine de ces résultats contradictoires. En présence de faible quantit¢é de MV (MOI=1),
sans autre signal de maturation ou d'IL-3, les pDC ne maturent pas et mourent rapidement. Ce
résultat remettait en question la possibilité que le virus soit lui-méme un signal de maturation
pour les pDC. Lorsque les pDC sont mises en présence de la méme quantité de MV, mais en
présence d'IL-3 cette fois-ci, elles survivent, présentent un phénotype mature et produisent de
I'TFN-a.. Ces résultats suggerent que sans IL-3, et en présence de faible quantité de MV, les
pDC entrent en apoptose avant que des particules virales aient pu étre internalisées et que
I'ARN simple brin ait pu activer le programme de maturation/survie des pDC. Nous avons pu
confirmer cette hypothése en exposant les pDC, en l'absence ou en présence d'IL-3, a des
doses croissantes de MV. En présence d'IL-3, les pDC produisent une quantit¢ d'IFN-a qui
augmente avec la quantité de virus. En absence d'IL-3, les pDC synthétisent de I'lFN-o uni-
quement lorsqu'elles sont exposées a la plus grande quantit¢ de MV (MOI=50). A cette con-
centration, un nombre suffisant de particules virales doit atteindre le compartiment endosomal
pour y activer le TLR7 responsable de la synthése d'IFN-a avant que le processus d'apoptose
ne soit engagé. Nos résultats ne confirment pas la conclusion de Conzelmann et ses collabora-

teurs qui proposent que le MV inhibe la synthése d'IFN-a par les pDC et sont donc plutét en
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faveur des travaux de Valentin et ses collaborateurs. Dans notre étude, la production d'IFN-a
par les pDC exposées aux MV est cohérente avec I'accumulation de particules virales dans les
endosomes, et ne nécessite pas que les pDC soient infectées.

Nous avons démontré, a 1'aide d'inhibiteurs spécifiques des TLR7 et TLR9, que le MV
induit la production d'IFN-a par les pDC suite a l'activation du TLR7, probablement par
I'"ARNsb du MV. Il est clair aujourd'hui, qu'en fonction de la nature du ligand de TLR utilisé,
il existe deux voies d'activation des pDC. Cette dichotomie a été rapportée pour la premiére
fois par Kerkmann et ses collaborateurs, pour des ligands du TLR9, qui ont démontré que les
CpG-A et CpG-B induisent deux voies d'activation distinctes : IRF7 et NF- kB (Kerkmann et
al., 2003). Des travaux récents démontrent que cette dichotomie existe aussi en fonction du
ligand TLR7 impliqué dans la maturation des pDC. Il a été démontré que le VIH se comporte
comme le CpG-A pour le TLRY, et recrute le TLR7 dans les endosomes précoces, ce qui con-
duit a l'activation de la voie IRF7 responsable de la synthése de grandes quantités d'IFN-a
(O'Brien et al., 2011). Cette voie ne permet pas cependant une forte expression des molécules
de costimulation. Lorsque le TLR7 est engagé dans l'endosome tardif, comme c'est les cas
avec le R-848 qui agit comme le CpG-B pour le TLRY, c'est la voie NF-kB qui est majoritai-
rement activée (Kerkmann et al., 2003; O'Brien et al., 2011). Cela provoque une forte expres-
sion des molécules de costimulation et de la syntheése de cytokines pro-inflammatoires telles
que 1'[L-6 et I'[L-8. Le phénotype de maturation des pDC induit par le MV est caractérisé par
l'expression de la molécule CD83 et la synthése de grandes quantités d'IFN-a. Cependant les
pDC expriment des niveaux faibles des molécules de costimulation CD40 et CD86. Ce phéno-
type de maturation des pDC exposées au MV et aux cellules tumorales infectées est similaire
a celui observeé pour les pDC exposées au VIH. Ceci suggere que le MV active le TLR7 dans
les endosomes précoces et déclenche donc principalement la voie IRF7. Pour confirmer cette
hypothese, j'ai effectué le marquage des endosomes précoces et tardifs, respectivement avec
les anticorps anti-EEA1 et anti-LAMPI1, dans I'objectif de mettre en évidence, par microsco-
pie confocale, la colocalisation du marquage EEA1 et du marquage de la nucléoprotéine (N)
du MV. L'analyse par microscopie confocale a permis d'exclure la colocalisation entre la pro-
téine N du MV et le compartiment LAMP1+. Le marquage diffus du compartiment EEA1 n'a
pas permis de mettre en évidence une colocalisation entre la protéine N du MV et le compar-
timent EEA1+ des pDC (résultats non montrés).

Le mécanisme de présentation croisée ou "cross-présentation", qui permet aux DC de
présenter des peptides extracellulaires dans le contexte des molécules HLA de classe I a été

initialement décrit chez la souris, a partir de splénocytes par Michael J. Bevan en 1976
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(Bevan, 1976). 11 a fallu attendre la fin des années 90 pour démontrer que les DC my¢loides
excellent dans cet exercice (Albert et al., 1998; Regnault et al., 1999). En 2007, Anne Hosma-
lin et ses collaborateurs ont démontré que les pDC humaines cross-présentent efficacement
différents antigénes du VIH, a partir de lymphocytes T CD4+ apoptotiques infectés a un ni-
veau comparable a la présentation croisée effectuée par les mDC (Hoeffel et al., 2007). Plu-
mas et ses collaborateurs observent, en 2009, que les pDC sont capables de cross-présenter
des antigenes du virus influenza a partir de lymphocytes B infectés (Lui et al., 2009).
Récemment, il a été¢ décrit que les cellules dendritiques CD141+ seraient la meilleure
population de cellules présentatrices d'antigénes pour réaliser la présentation croisée d'anti-
genes (Bachem et al., 2010; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010). Toutefois, d'autres
résultats récents semblent montrer que les autres populations de DC, et notamment les pDC,
seraient aussi performantes que les DC CD141+ pour réaliser la présentation croisée d'anti-
genes solubles (Segura et al., 2013a; Tel et al., 2013b). Cependant, ces mémes études rappor-
tent des résultats différents quant a la capacité des pDC a acquérir et cross-présenter des anti-
genes de tumeur a partir de cellules nécrotiques. Amigorena et ses collaborateurs démontrent
que les pDC ne sont pas capables de cross-présenter I'antigene Melan-A a partir des cellules
tumorales Mel888 nécrotiques (Segura et al., 2013a). De Vries et ses collaborateurs démon-
trent, au contraire, que les pDC, malgré des capacités de phagocytose plus faibles que les DC
my¢loides, cross-présentent les antigénes de tumeurs gp100 et Tyrosinase aussi efficacement
que les mDC a partir de cellules nécrotiques BLM transfectées pour exprimer ces deux anti-
geénes (Tel et al., 2013b). Ces différences de résultats pourraient s'expliquer par 'origine diffé-
rente des pDC. Dans I'¢tude de Amigorena et ses collaborateurs, les pDC ont ét¢ obtenues a
partir des amygdales, un organe lymphoide secondaire, alors que dans 1'é¢tude de Tel et ses
collaborateurs les pDC sont obtenues a partir du sang. D'aprés Amigorena et ses collabora-
teurs, les DC BDCA1+, BDCA3+ et pDC résidentes des organes lymphoides secondaires ont
achevé leur différenciation et n'ont plus la nécessité d'étre stimulées par un agoniste TLR pour
pouvoir réaliser la présentation croisée d'antigénes. Ces méme DC, sous leur forme circulante,
n'auraient pas achevé leur différenciation et nécessiteraient l'activation par un agoniste TLR
pour pouvoir réaliser la présentation croisée d'antigenes (Segura et al., 2012). La quantité
d'antigéne exprimée par les cellules tumorales pourraient également expliquer la différence
entre 1'étude de Segura et Tel . En effet, dans 1'étude de De Vries et ses collaborateurs, les
cellules n'expriment pas naturellement les antigénes de tumeur. Il est donc possible que les

protéines a partir desquelles sont générés les épitopes cross-présentés soient produites en

136



beaucoup plus grandes quantités que dans les cellules Mel888 qui expriment naturellement
l'antigene Melan-A utilisé dans 1'étude de Amigorena et ses collaborateurs.

Dans notre étude, les pDC sont obtenues a partir du sang. La quantité d'antigéne étant
un ¢lément limitant pour la présentation croisée, nous avons choisi de développer un modé¢le
de présentation croisée utilisant un antigéne naturellement exprimé par les cellules tumorales.
Nous avons choisi la lignée de mélanome HLA-A*0201 négative qui exprimait le plus la pro-
téine NY-ESO-1 parmi une vingtaine de lignées de mélanome de I'équipe du Pr Francine Jote-
reau. Notre étude confirme donc le résultat obtenu par d'autres équipes a partir de pDC issues
du sang (Hoeffel et al., 2007; Lui et al., 2009; Tel et al., 2013b), qui montre que les cellules
dendritiques plasmacytoides sont capables de réaliser la présentation croisée d'antigénes a
partir de cellules mortes et a un niveau comparable a celui observé avec les Mo-DC. Ce tra-
vail démontre également que les pDC peuvent cross-présenter des antigenes de tumeur déri-
vés de protéines exprimées a un niveau physiologique. La voie d'activation des pDC par le
TLR7 dans les endosomes précoces, qui favorise l'activation du facteur IRF7, est donc com-
patible avec la présentation croisée des antigenes par les pDC. La capacité des pDC a activer
des lymphocytes T CD8+ naifs a déja ét¢ démontrée a partir d'antigenes solubles (Nizzoli et
al., 2013). Il reste néanmoins nécessaire de déterminer si la cross-présentation observée dans
notre modele permet 'activation de lymphocytes T CD8+ naifs.

L'absence de consensus sur la capacité des différentes populations de DC a réaliser la
présentation croisée d'antigenes nous incite a mettre a profit le modéle de présentation croisée
que j'ai mis au point pour évaluer les propriétés de présentation croisée d'antigénes de ces
différentes populations de DC du sang. Avec Raphaélle Riou, I'étudiante en Master 2 re-
cherche que j'ai supervisée pendant les derniers mois de ma thése, nous avons développé une
procédure de tri par cytométrie de flux de trois populations de DC issues du sang de donneurs
sains : CD1c+, BDCA2+ et CD141+ DC. La réponse de ces différentes populations de DC
aux cellules tumorales infectées et notamment leur capacité a réaliser la présentation croisée
de l'antigéne de tumeur NY-ESO-1 a un clone de lymphocyte T CD8+ spécifique, va étre ra-
pidement évaluée dans ce modéle.

Au cours de I'¢tude de la présentation croisée par les pDC, nous avons souhaité con-
firmer le résultat obtenu avec l'antigene de tumeur NY-ESO-1, en utilisant un second antigéne
de tumeur étudi¢ dans 1'équipe : 'antigene MUCI1 qui est notamment surexprimé dans le mé-
sothéliome. Le Dr David Roulois a isolé pendant sa thése un clone de lymphocyte T CD8+
cytotoxique humain spécifique du complexe HLA-A*0201/MUC1(950-958) (Roulois et al.,

2011). Avec David, nous avons donc testé la possibilité de développer un second modéle de
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présentation croisée d'antigénes de tumeur par les pDC a partir d'une lignée de cellules tumo-
rales de mésothéliome Meso13 HLA-A*0201" MUC1". Malheureusement, ce clone T spéci-
fique du complexe HLA-A*0201/MUC1(950-958) reconnait 1'auto-antigéne MUC1 endogene
exprimé et présenté directement par les pDC et les Mo-DC. Ce clone s'active donc fortement
contre les pDC non chargées. La présentation croisée de I'antigene de tumeur MUCI par les
pDC n'a donc pas pu étre étudiée. Pour la suite de I'étude, qui consistera a comparer la capaci-
té des différentes populations de DC circulantes a réaliser la présentation croisée d'antigénes,
nous évaluerons également la cross-présentation du long peptide NY-ESO-1 (151-170).

Plumas et ses collaborateurs ont démontré que les pDC expos€es a un agoniste
TLR7/9 acquiérent des fonctions cytotoxiques grace a I'expression de la molécule pro-
apoptotique TRAIL. L'acquisition de ces propriétés cytotoxiques est dépendante de la sécré-
tion autocrine/paracrine d'IFN -a et -p par les pDC stimulées par un ligand TLR (Chaperot et
al., 2006; Drobits et al., 2012). Ces propriétés cytotoxiques sont actuellement exploitées en
clinique pour le traitement de carcinomes basocellulaires et mobilisées grace a I'application
d'une creme formulée avec 5% d'Imiquimod, un agoniste TLR7 (Stary et al., 2007). Sibilia et
ses collaborateurs ont récemment mis en évidence, dans un modéle murin de mélanome, que
l'application locale d'Imiquimod induit la sécrétion de CCL2, un facteur chimio-attractant, par
les mastocytes infiltrant la 1ésion tumorale, ce qui permet le recrutement des pDC dans la tu-
meur. Sur place, les pDC sont exposées a leur tour a 1'Imiquimod, synthétisent de 1'lFN de
type I responsable de l'acquisition de leurs fonctions cytotoxiques (Drobits et al., 2012). Dans
une autre étude, De Vries et ses collaborateurs ont également démontré que les pDC peuvent
acquérir des propriétés cytotoxiques suite a une stimulation du TLR7 par le FSME (Tel et al.,
2012a). Cependant, les auteurs de cette étude démontrent que la cytotoxicité des pDC est in-
dépendante de l'expression de TRAIL et du Granzyme B. Le MV étant un ligand naturel du
TLR7, la possibilité que le MV induise l'acquisition de fonctions cytotoxiques par les pDC va
étre ¢tudiée par notre équipe.

Il a également ét¢ montré que la contribution des pDC au développement d'une réac-
tion immunitaire anti-tumorale passe par leur capacité a activer d'autres cellules de 1'immuni-
té. Liu et ses collaborateurs ont démontré, dans un modele murin, que 1'injection de pDC acti-
vées par un ligand du TLR9 (CpQG) est responsable de l'activation de lymphocytes T CD8+
cytotoxiques spécifiques d'antigénes de tumeur (Liu et al., 2008b). Les pDC activées sécretent
de grandes quantités de cytokines chimio-attractantes (CCL3, CCL4 et CCLS5) responsables
du recrutement dans la tumeur des lymphocytes NK, qui expriment le récepteur CCRS. Sur

place, les lymphocytes NK sont exposés aux sécrétions d'IFN-a/ des pDC activées, ce qui
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leur permet d'acquérir des fonctions cytotoxiques, notamment l'expression de la perforine. Les
lymphocytes NK acquiérent également la capacité de sécréter de I'lFN-y, qui contribue a leur
cytotoxicité, grace a la stimulation par le ligand OX40L exprimé par les pDC. Lou et ses col-
laborateurs ont également démontré, dans un modele murin, que les pDC peuvent optimiser
les capacités de présentation d'antigénes de tumeur et d'activation des lymphocytes T CD8+
des mDC (Lou et al., 2007). Cette coopération serait dépendante d'un contact direct entre les
pDC et les mDC. Pour l'instant, la ou les molécules exprimées par les pDC, permettant cette
coopération n'ont pas ¢été identifiées dans ce modele. Chez 'homme, les pDC activées par le
VIH induisent la maturation des mDC en co-culture, alors que les mDC seules ne s'activent
pas spontanément lorsqu'elles sont exposées au VIH (Fonteneau et al., 2004). Cette effet "bys-
tander" sur les mDC est dépendant, dans ce cas, de la synthése d'IFN-a et de TNF-a par les
pDC activées. La capacité de présentation croisée des deux populations de DC seules ou en
co-culture n'a pas été évaluée dans cette étude. Dans le cadre de la virothérapie anti-tumorale,
les pDC activées par les cellules tumorales infectées par le MV pourraient participer a l'acti-
vation optimale des DC my¢éloides. En utilisant des Mo-DC comme modé¢le de DC my¢éloides,
je souhaitais évaluer cette possibilité. En co-cultivant des Mo-DC d'un donneur HLA-A*0201
négatif avec les pDC d'un donneur HLA-A*0201 positif et vice-versa, je souhaitais évaluer la
capacité des pDC exposées au MV a induire la maturation des Mo-DC, et leurs capacités res-
pectives a réaliser la présentation croisée de 'antigéne NY-ESO-1 a partir des cellules tumo-
rales infectées. Les expériences préliminaires que j'ai réalisées dans les premiers mois de ma
thése ont donné des résultats préliminaires intéressants. En présence des pDC, les Mo-DC
exposées aux cellules tumorales infectées montraient une forte production d'IL-12p70, alors
que les Mo-DC exposées aux cellules tumorales infectées en 1'absence des pDC n'en produi-
saient que de faibles quantités. Les tests de présentation croisée réalisés pour évaluer 1'aide
apportées par les pDC pour la cross-présentation par les Mo-DC, ou vis-versa, semblent mon-
tré que les pDC optimiseraient les capacités de présentation croisée des Mo-DC. Ces résultats
sont a confirmer et le mécanisme qui régule cette coopération reste a déterminer.

Les pDC sont recrutées sous la forme immature dans la tumeur, grace a la sécrétion de
différentes molécules chimio-attractantes, et contribuent au conditionnement immuno-
régulateur du microenvironnement tumoral (Vermi et al., 2003). Les pDC associées aux tu-
meurs (TApDC) sont caractérisées par 1'acquisition de propriétés immunosuppressives et leur
insensibilité a la stimulation par le TLR9 (Sisirak et al., 2012). Les travaux de Caux et ses
collaborateurs ont démontré, dans un modele murin de cancer du sein, que les propriétés anti-

tumorales des TApDC peuvent cependant étre activées par un agoniste du TLR7 tel que le
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SM360320 (Le Mercier et al., 2013). Dans cette étude, l'effet anti-tumoral des agonistes du
TLR7 est strictement dépendant des pDC et de leur production d'TFN-a. Les auteurs démon-
trent que l'effet anti-tumoral des TApDC activées n'est pas dépendant de 'acquisition de pro-
priétés cytotoxiques directes. Enfin, les auteurs démontrent que seules les injections intra-
tumorales ont un effet anti-tumoral. Les injections controlatérales, méme si elles induisent une
augmentation de la concentration plasmatique de 1'lFN-a, n'ont pas d'effet sur la croissance
tumorale. Ce résultat suggere que les propriétés anti-tumorales de 1'lFN-a sont dépendantes de
son expression a l'intérieur de la tumeur, ou il pourra contribuer au reconditionnement du mi-
croenvironnement tumoral.

Les pDC activées synthétisent de grandes quantités d'IFN de type I capables de mobi-
liser d'autres cellules de I'immunité innée et adaptative, réalisent la présentation croisée d'an-
tigenes de tumeur et activent des lymphocytes T CD8+ spécifiques, permettent la polarisation
des lymphocytes T CD4+ vers un phénotype Tyl essentiel au développement de la réponse
immunitaire T CD8+ cytotoxique, et acquicrent, sous certaines conditions de stimulation, des
propriétés cytotoxiques contre les cellules tumorales. Ces propriétés font des pDC une cible
intéressante a mobiliser pour le développement d'une réponse immunitaire anti-tumorale. Mon
travail de thése démontre que le virus oncolytique de la rougeole est capable d'infecter et de
lyser des cellules tumorales issues de différents types de cancers (Boisgerault et al., 2013). Le
lysat cellulaire qui résulte de l'infection forme une matrice capable d'activer au moins deux
des propriétés anti-tumorales des pDC : leur capacité a sécréter de grandes quantités d'IFN-a
et leur capacité a cross-présenter des antigenes (Guillerme et al., 2013b). La virothérapie anti-
tumorale utilisant la souche Schwarz atténuée du virus de la rougeole serait donc un moyen de
recruter les pDC dans la réponse immunitaire anti-tumorale et présenterait I'avantage, par rap-
port aux autres agonistes TLR7, de libérer des antigénes tumoraux pour la présentation croi-
sée.

De plus, I'¢équipe du Pr Frédéric Tangy développe des souches modifiées du virus on-
colytique de la rougeole. Récemment, notre équipe a participé au développement du MV-AC,
une souche modifiée du MV qui n'exprime plus la protéine non structurale C, contribuant a
inhiber l'activation de la réponse immunitaire en bloquant la production d'IFN de type I par
les cellules infectées. Cette modification devrait contribuer a optimiser la spécificité de
l'infection dans les cellules tumorales, souvent dépourvues de la voie de signalisation de I'l[FN
de type I, et protéger les tissus sains en permettant aux cellules saines infectées de produire de
I'TFN de type I pour limiter la réplication du virus. Nous avons également observé que cette

modification semble accélérer la cinétique d'infection des cellules tumorales par rapport a la
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souche non modifiée et provoquer la mort des cellules tumorales plus rapidement. Ma partici-
pation a la caractérisation de cette souche m'a permis de faire partie des déposants du brevet
qui protége l'utilisation de cette souche (Annexe 3).

L'ensemble de ces résultats apporte de nouveaux arguments qui justifient I'évaluation
clinique des propriétés anti-tumorales du virus oncolytique (souche Schwarz) de la rougeole.
En collaboration avec I'équipe du Pr Frédéric Tangy, I'équipe du Dr Marc Grégoire souhaite
développer rapidement un essai clinique dans le traitement du mésothéliome pleural malin

pour lequel il n'existe aucun traitement efficace.

IX. Perspectives :

Dans cette étude, j'ai montré que les pDC sont activées par le MV et les cellules tumo-
rales infectées par le MV. Cette activation est caractérisée par la synthése de grandes quantités
d'IFN-a, la capacité des pDC a internaliser des morceaux de cellules tumorales infectées et
leur capacité a réaliser la présentation croisée de 1'antigéne de tumeur NY-ESO-1 a un clone
de lymphocytes T CD8+ spécifique. Il a été¢ démontré que les pDC exposées a certains ago-
nistes TLR7 ou TLR9 peuvent acquérir des fonctions cytotoxiques grace a l'expression des
molécules TRAIL et Granzyme B. L'acquisition de ces propriétés cytotoxiques est dépendante
de la sécrétion autocrine/paracrine d'IFN-a et -f par les pDC stimulées par un ligand TLR
(Chaperot et al., 2006; Drobits et al., 2012; Tel et al., 2012a). Le MV étant un ligand naturel
du TLR7, la possibilité que le MV active les fonctions cytotoxiques des pDC va étre étudiée
par notre €quipe.

Dans une premiere étude, I'équipe du Dr Marc Grégoire a caractérisé 1'effet de la viro-
thérapie anti-tumorale utilisant le virus oncolytique de la rougeole sur des DC obtenues a par-
tir de monocytes sanguins, largement utilisés comme modele des DC myéloides circulantes
(mDC). Toutefois, il apparait que les propriétés des Mo-DC ne sont pas représentatives des
propriétés des mDC circulantes naturelles. Nous souhaitons donc poursuivre ce travail en éva-
luant I'impact de notre stratégie de virothérapie anti-tumorale sur le phénotype et la fonction
des mDC CDlc+ et CD141+.

Les pDC pourraient également optimiser les capacités de présentation croisée des
mDC grace a leur capacité a synthétiser de grandes quantités d'IFN de type I suite a leur acti-
vation par le MV. Cette coopération entre les pDC et les mDC a déja été démontrée dans un
modele murin et serait dépendante d'un contact direct entre les pDC et les mDC (Lou et al.,

2007). Dans un autre modele murin, Janssen et ses collaborateurs ont démontré que 1'efficaci-
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té d'un traitement adjuvant par injection de CpG, suite a une cryothérapie, est dépendante
d'une coopération entre les mDC CD8a+ et les pDC (Nierkens et al., 2011). Dans ce modéle,
les mDC CD8a+ acquicrent et réalisent efficacement la présentation croisée de l'antigéne
OVA uniquement en présence des pDC. Cette coopération est dépendante, dans ce cas, de la
sécrétion d'IFN-a par les pDC. Chez I'homme, les pDC activées par le VIH induisent la matu-
ration des mDC en co-culture, alors que les mDC seules ne s'activent pas spontanément lors-
qu'elles sont exposées au VIH (Fonteneau et al., 2004). Cette effet "bystander" des pDC sur
les mDC est dépendant, dans ce cas, de la syntheése d'IFN-a et de TNF-a par les pDC activées.
La capacité de présentation croisée des deux populations de DC seules, ou en co-culture, n'a
pas été évaluée dans cette étude. Nous souhaitons évaluer la possibilité d'une telle coopération

dans notre modéle.

Immunothérapie anti-tumorale et virothérapie anti-tumorale

La stratégie de virothérapie anti-tumorale vient renforcer une collection de stratégies
d'immunothérapie anti-tumorale déja développées. On peut classer les immunothérapies en 4
grandes catégories : la vaccination, les thérapies adjuvantes, le transfert adoptif de lympho-
cytes T et le blocage des "checkpoint" immunitaires (Lizee et al., 2013).

La vaccination utilise les propriétés de présentation antigénique des DC. La majorité
de ces stratégies consistent a isoler des monocytes sanguins puis a les différencier ex vivo en
cellules dendritiques dérivées de monocytes (Mo-DC) en présence d'IL-4 et de GM-CSF. Ces
Mo-DC sont chargées en antigénes suivant différents protocoles. Les Mo-DC peuvent étre
chargées avec des long peptides contenant des épitopes d'antigenes de tumeurs connus
(Karbach et al., 2012), avec des protéines complétes de TAA (Chen et al., 2013) ou étre trans-
fectées avec des ARN messagers codant pour un antigéne de tumeur (Aarntzen et al., 2012).
L'inconvénient principal de ces stratégies de chargement est qu'on ne peut induire une réponse
immunitaire que contre un nombre retreint d'antigenes. Charger les DC avec un lysat de cel-
lules tumorales autologues (Kamigaki et al., 2013; Lasky et al., 2013) ou réaliser un hybride
entre une cellule tumorale et une DC par électro-fusion (Shimizu et al., 2004) permettrait la
présentation d'une multitude d'antigenes de tumeur spécifiques du patient. Une autre limita-
tion de cette stratégie est 1'injection des DC chargées. Les DC doivent impérativement migrer
dans les ganglions lymphatiques pour pouvoir primer une réponse T. L'injection intranodale
permet une meilleure migration des DC dans les ganglions (84% des DC injectées), par rap-

port aux injections intradermiques (4% des DC injectées). Cependant, la voie d'administration
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par injection intradermique des DC génere plus fréquemment des cellules T fonctionnelles
reconnaissant fortement les cellules tumorales (Lesterhuis et al., 2011). Ce résultat pourrait
étre expliqué par le fait que l'injection intranodale déstructure l'architecture du ganglion lym-
phatique nuisant a l'activation des cellules T, ou encore par le fait que les DC injectées dans le
derme subissent une maturation apres I'administration qui optimise leur capacité a sensibiliser

des lymphocytes T (Lesterhuis et al., 2011).

Dés la fin du 19¢éme siecle, William Coley propose l'injection intra-tumorale de bacté-
ries comme traitement anti-tumoral suite a 'observation que certaines infections par Strepto-
coccus pyogenes coincident avec des régressions tumorales chez des patients atteints de sar-
comes cutanés (Coley, 1991). Aujourd'hui, une stratégie similaire utilise des injections intra-
vésicales de Bacille de Calmette et Guérin dans le traitement des cancers superficiels de la
vessie (Morales et al., 1976). D'autres thérapies adjuvantes consistent en l'injection de ligands
agonistes des TLR comme les oligodésoxynucléotides CpG (TLR9) (Pashenkov et al., 2006)
et I'imiquimod (TLR7) (Geisse et al., 2004) ou des agonistes du récepteur CD40 exprimé par
les DC (Advani et al., 2009). Ces stratégies permettent une maturation phénotypique et fonc-
tionnelle des DC, indispensable a leur migration dans les ganglions lymphatiques (expression
de CCR7) et a I'activation de lymphocytes T CD8+ naifs.

Le transfert adoptif de lymphocytes T consiste a amplifier ex vivo les lymphocytes
autologues du patient. Les lymphocytes peuvent étre obtenus a partir de pieces opératoires.
Dans ce cas, ce sont les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) qui sont amplifiés puis réinjec-
tés (Labarriere et al., 2002; Rosenberg et al., 2011). Les lymphocytes peuvent étre obtenus a
partir des PBMC. Dans ce cas, ils seront stimulés avec des antigénes de tumeurs connus (Yee
et al., 2002), transfectés avec un TCR spécifique d'un TAA exprimé par la tumeur (Morgan et
al., 2006) ou transfectés avec un récepteur antigénique chimérique (CAR) (Burns et al., 2010).
La réinjection des lymphocytes s'accompagne d'injection d'IL-2 permettant la survie des lym-
phocytes injectés (Rosenberg et al., 1986). La stratégie d'amplification et de transfert des TIL
présente l'avantage de cibler une collection d'antigénes spécifiques du patient. L'efficacité de
cette stratégie suppose que les lymphocytes injectés migrent dans la tumeur et puissent y
mettre en ceuvre leurs propriétés cytotoxiques.

Les lymphocytes T expriment des récepteurs qui peuvent inhiber leurs fonctions cyto-
toxiques, notamment CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), PD-1 (Programmed
death 1), TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin-3) et BTLA (B- and T-lymphocyte attenua-

tor). Des anticorps inhibiteurs de ces molécules ont ét¢ développés. Initialement décrites chez
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la souris, les propriétés anti-tumorales du blocage du CTLA-4 sont aujourd'hui exploitées en
clinique (Leach et al., 1996). L'ipilimumab, un anticorps monoclonal dirigé contre CTLA-4,
permet d'augmenter significativement 1'espérance de vie de patients atteints de mélanome mé-
tastatique (Hodi et al., 2010). Les patients recevaient soit une injection intraveineuse d'ipili-
mumab, soit une injection intraveineuse d'ipilimumab + 2 peptides gp100 dans du Montanide
ISA-51 en sous cutanée, soit une injection sous cutanée des 2 peptides gp100 dans du Monta-
nide ISA-51. La survie des patients traités par ipilimumab est augmentée par rapport aux pa-
tient n'ayant recu que l'injection de peptides (10,1 mois V.S. 6,4 mois). L'injection des pep-
tides ne modifie pas la survie.

La stratégie de virothérapie anti-tumorale utilise les propriétés oncolytiques de certains
virus pour infecter de manicre spécifique les cellules tumorales et les tuer. Les cellules tumo-
rales mortes constituent une matrice contenant des signaux de danger moléculaires, synthéti-
sés ou libérés par les cellules sous l'action du stress généré par l'infection, des signaux de dan-
ger dérivés de constituants du virus lui-méme qui sont percus par les DC grace a l'expression
d'une collection de PRR spécifiques, et des antigénes de tumeur pour la présentation aux lym-
phocytes T CD8+ (Donnelly et al., 2013; Gauvrit et al., 2008; Guillerme et al., 2013b).
L'injection intra-tumorale d'un virus oncolytique pourrait représenter un moyen efficace de
recruter les propriétés de présentation antigénique de DC en les exposant a un lysat de cellules
tumorales autologues fournissant une source d'antigénes multiples spécifiques du patient, et
des agents de maturation permettant la maturation fonctionnelle des DC indispensable a 1'acti-
vation d'une réponse immunitaire anti-tumorale cellulaire. Cette maturation devra inclure
l'expression des molécules de co-stimulation, la sécrétion de cytokines (IFN de type I et IL-
12), la présentation d'antigenes et 1'expression des récepteurs CCR7 aux chimiokines CCL21
et CCL19, indispensables a la migration des DC dans les ganglions lymphatiques (Seth et al.,
2011). L'injection intra-tumorale d'un virus oncolytique pourrait permettre la mobilisation des
DC infiltrant la tumeur, en partie responsables du conditionnement immunosuppresseur du
microenvironnement tumoral. Les DC ainsi activées pourraient participer au reconditionne-
ment du microenvironnement tumoral en sécrétant des cytokines immuno-activatrices et par-
ticuliecrement 1'lFN de type 1. La virothérapie anti-tumorale permettrait ainsi de générer un
point d'inflammation au site de la tumeur qui pourrait jouer un role essentiel dans l'infiltration
des LT anti-tumoraux activés dans les ganglions. En effet, il a é&té montré que l'injection sous-
cutanée de peptides antigéniques formulés dans un adjuvant incomplet de Freund peut con-
duire a une séquestration des LT spécifiques de ces antigénes au point d'injection, plutdt que

d'infiltrer la tumeur (Gnjatic and Bhardwaj, 2013; Hailemichael et al., 2013).
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La virothérapie anti-tumorale pourrait ainsi regrouper plusieurs avantages de diffé-
rentes stratégies d'immunothérapie, notamment la mobilisation intra-tumorale des DC contri-
buant a reconditionner le microenvironnement tumoral, le chargement des DC par une multi-
tude d'antigénes de tumeurs spécifiques du patient, une maturation compatible avec la migra-
tion des DC dans les ganglions et la présentation d'antigénes de tumeur.

Au méme titre que les réponses immunitaires anti-tumorales cellulaires spontanées et
celles induites par les différentes stratégies d'immunothérapie, les réponses LT CD8+ géné-
rées par la virothérapie anti-tumorale peuvent étre inhibées par différents "checkpoint" immu-
nitaires, notamment l'expression par LT CD8+ spécifiques d'antigénes de tumeur de récep-
teurs inhibiteurs tels que CTLA-4, PD-1, BTLA ou TIM-3. Des anticorps bloquant ces
"checkpoint" immunitaires, utilisés en combinaison avec la virothérapie anti-tumorale, pour-
raient permettre d'augmenter 1'efficacité thérapeutique de cette stratégie. Un essai clinique de
phase II évalue actuellement l'efficacité thérapeutique de la virothérapie anti-tumorale utili-
sant le TVEC (HSV modifi¢) combinée a l'injection d'ipilimumab (anti-CTLA-4) sur des pa-
tients atteints de mélanome de stade III ou IV non opérable.

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01740297?term=ipilimumab+oncolytic&rank=1)

I1 est ainsi essentiel de déterminer si la stratégie de virothérapie anti-tumorale utilisant

le virus atténué de la rougeole remplit 1'ensemble des criteres nécessaires a une efficacité thé-

rapeutique optimale.
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ANNEXES



XI. Annexe 1: "Antitumor Virotherapy by Attenuated Measles Virus
(MV)"
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XII. Annexe 2: "Attenuated measles virus used as an oncolytic virus acti-
vates myeloid and plasmacytoid dendritic cells
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XIII. Annexe 3: Brevet MV-AC
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Etude des propriétés cytotoxiques et immuno-adjuvantes du virus oncolytique de la rougeole

Le virus atténué de la rougeole est proposé comme agent oncolytique pour infecter et
lyser les cellules tumorales sans affecter les cellules saines. Les propriétés immuno-
adjuvantes du virus pourraient aussi contribuer a 1'efficacité de la virothérapie anti-tumorale.
Dans cette étude nous avons évalué les propriétés cytotoxiques et immuno-adjuvantes du vi-
rus oncolytique de la rougeole (MV). Dans une premicre étude, nous avons démontré que le
MYV infecte et tue efficacement des lignées d'adénocarcinome pulmonaire et de carcinome
colorectal in vitro et in vivo, dans des mode¢les de xénogreffes de tumeurs humaines sur des
souris immunodéficientes. Dans une seconde étude, je me suis intéressé aux propriétés immu-
no-adjuvantes du MV sur les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC). Apres avoir mis au
point 1'obtention et la culture des pDC humaines dans le laboratoire, j'ai démontré que les cel-
lules tumorales infectées induisent la maturation des pDC et une large production d'IFN-a. En
utilisant un inhibiteur spécifique, j'ai mis en évidence que cette production d'IFN-a est due a
I'engagement du Toll-Like Receptor 7 (TLR-7) probablement par I'ARN simple brin du MV.
Enfin, j'ai montré que les pDC sont capables de réaliser, a partir des cellules tumorales infec-
tées, la présentation croisée de l'antigéne de tumeur NY-ESO-1 a un clone de lymphocyte T
CD8+ spécifique a un niveau équivalent aux cellules dendritiques dérivées de monocytes
(Mo-DC). Ces résultats suggerent que l'utilisation du MV en virothérapie anti-tumorale induit
une mort cellulaire immunogene permettant la maturation, la sécrétion de grandes quantités
d'IFN-a, et la cross-présentation d'antigénes par les pDC.

Mots-Clés : Virus Oncolytique - Virus de la Rougeole - Virothérapie - Cellules dendritiques
plasmacytoides - IFN-a - TLR7 - Cross-présentation.

Study of cytotoxicity and immuno-adjuvant properties of oncolytic Measles virus

Live attenuated and replicative competent measles virus (MV) has been proposed to
specifically infect and kill tumor cells without, or limited if any, infection of healthy counter-
parts. Immuno-adjuvant properties of MV may also have a beneficial role on virotherapy effi-
cacy. Here, we studied cytotoxicity and immuno-adjuvant properties of MV. In a first study,
we showed that MV efficiently infects and kills pulmonary and colorectal adenocarcinoma in
vitro and in vivo, in a human tumor xenografts model in immunodeficient mice. In a second
study, I focused on MV immuno-adjuvant properties on pDC. I developed sorting and culture
of human pDC in our laboratory. Then, I showed that MV-infected tumor cells induce pDC
maturation and large production of IFN-a. Using a specific inhibitor, I demonstrated that I[FN-
o production was due to Toll-like Receptor 7 (TLR7) triggering probably by MV single
stranded ARN. Finally, I showed that pDC cross-present NY-ESO-1 tumor antigen to a spe-
cific CD8+ T cell clone, from MV-infected tumor cells, at a similar level than monocyte-
derived dendritic cells (Mo-DC). Altogether, this work suggests that the use of measles virus
vaccine in antitumor virotherapy induces immunogenic tumor cell death, allowing pDC to
mature, produce high amounts of IFN-a, and cross-present tumor antigens.

Keywords : Oncolytic Virus - Measles Virus - Virotherapy - Plasmacytoid dendritic cells -
IFN-a - TLR7 - Cross-presentation.
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