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Glossaire 

ADCC 
Cytotoxicité cellulaire 

dépendante d'anticorps 
CMH 

Complexe majeur 

d'histocompatibilité 

ADN Acide désoxyribonucléique CTL Lymphocytes T cytotoxiques 

ADNmt ADN mitochondrial DAMP 
Motif moléculaire associé aux 

dégâts 

APC 
Cellule présentatrice 

d'antigènes 
DC Cellule dendritique 

ARN Acide ribonucléique DISC 
Complexe de signalisation 

induisant la mort cellulaire 

ARNdb ARN double brin cGAS 
Synthase de GMP-AMP 

cyclique 

ARNsb ARN simple brin FADD 
Domaine de mort associé à la 

protéine FAS 

ARNt ARN de transfert FNIII Fibronectine de type III 

ASLV Virus du sarcome aviaire FPPS Synthase farnesyl diphosphate 

ATM 
Kinase de l'ataxie-

télangiectasie mutée 
Gag Glycosaminoglycane 

ATP Adénosine triphosphate GM-CSF 

Facteur stimulant des colonies 

de granulocytes et de 

macrophages 

CAR T-

cell 

Lymphocyte T à récepteur 

d'antigène chimérique 
HcAbs Anticorps de camélidés 

CARD 
Domaine d'activation et 

recrutement de caspases 
HCV Virus de l'hépatite C 

CD Cluster de différentiation HERV Rétrovirus endogènes humain 

cDC DCs conventionnelles HPV Papillomavirus humain 

CDK 
Kinase dépendante de 

cyclines 
HSV Virus de l'herpès simple 

ESCRT 
Complexe de tri endosomal 

nécessaire au transport 
IAV Virus de l'Influenza A 

CKI Inhibiteur de CDK IFNAR Récepteur interférons de type I 

CDR 
Régions déterminantes de 

complémentarité 
IFIT 

Protéines induites par l'IFN 

avec un domaine 

tetraticopéptide 

cGAMP GMP-AMP cyclique IFITM 
Protéine transmembranaire 

induite par l'IFN 
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IFN Interféron pDC DCs plasmacytoïde 

IRF 
Facteur de régulation des 

interférons 
PKR 

Protéine kinase ARNdb-

dépendante 

ISG 
Gène stimulé par les 

interférons 
RIG 

Gène induit par l'acide-

rétinoïque 

JSRV Virus de Jaagsiekte RLR Récepteur (RIG-1)-like 

LES 
Lupus systémique 

érythémateux 
ScFv 

Fragment variable de chaine 

simple 

LMC 
Leucémie myéloïde 

chronique 
STING 

Protéine stimulatrice des gènes 

de l'interféron 

LPS Lipopolysaccharides TCGA « The Cancer Genome Atlas » 

mAb Anticorps monoclonaux TCR Récepteur de cellules T 

MARV Virus de Marburg Th Lymphocytes T CD4+ "helpers" 

MCMV Cytomégalovirus de souris TIL 
Lymphocytes infiltrants de la 

tumeur 

MOMP 

Perméabilisation de la 

membrane externe des 

mitochondries 

TIR 
Domaine du récepteur Toll-

interleukine I 

MPM Mésothéliome pleural malin TK Thymidine kinase 

MV Virus de la rougeole TLR Récepteur Toll-like 

NDV 
Virus de la maladie de 

Newcastle 
TRAIL 

Ligand inducteur de l'apoptose 

lié au TNF-α 

NK Cellules "Natural-Killer" Treg 
Lymphocytes T CD4+ 

régulateurs 

OAS Olygoadenylate synthase VHH 
Fragment variable simple de 

chaine lourde, nanobody 

PAMP 
Motif moléculaire associé 

aux pathogènes 
VIH 

Virus de l'immunodéficience 

humaine 

PARP Polymérase poly-ADP-ribose VSV 
Virus de la stomatite 

vésiculaire 
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1 Préface 

La survie de l’organisme est au cœur de ce qui motive la construction de la vie telle qu’on 

la connaît : la survie par l’obtention de nutriments nécessaires pour effectuer nos 

fonctions biologiques essentielles, la survie par la reproduction et la transmission de 

notre matériel génétique, mais également, la survie par la défense contre les éléments 

capables de nuire à notre santé. Des millions d’années d’évolution ont permis 

l’apparition de mécanismes de défenses immunitaires capables de nous préserver 

d’agents externes, et internes, responsables de nombreuses pathologies . Un de ces 

mécanismes immunitaires est le système interféron (IFN).  

Ces cytokines pro-inflammatoires pléiotropiques qui doivent leur nom à leur capacité à 

interférer avec la réplication virale sont impliquées dans de nombreux mécanismes de 

défense. La détection de signaux de danger provenant de pathogènes viraux ou 

bactériens déclenche l’expression et la libération d’IFN de type I notamment l’IFN-b et 

les IFN-a (Figure 1). Ceux-ci peuvent agir de manière paracrine ou autocrine, en activant 

le récepteur des IFN de type I (IFNAR), un hétéromère ubiquitaire constitué par deux 

chaînes : IFNAR1 et IFNAR2. L’interaction des IFN avec les sous-unités entraîne à leur 

tour la dimérisation du récepteur et l’expression des « Interferon Stimulated genes » 

(ISG) responsables des activités antivirales, antibactériennes et antitumorales de ces 

cytokines (Figure 1). 

Mon travail de thèse a consisté à produire et évaluer des antagonistes ciblés pour 

inhiber l’activation d’IFNAR par les IFN de type I sur un type cellulaire particulier. J’ai 

ensuite évalué si ces antagonistes ciblés vers le récepteur IFNAR des cellules tumorales 

pouvaient être utilisés pour augmenter la réplication de virus oncolytiques dans les 

tumeurs.  
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Figure 1 La réponse IFN de type I. Toute cellule est capable de détecter des dangers d’origine microbien et dû aux 

dégâts cellulaires, induisant l’expression des IFN de type I, qui agiront de manière autocrine et paracrine, induisant 

l’expression d’ISG. 
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2 La Réponse IFN de type I

2.1 Senseurs de dangers

Au cours de l’évolution, la réponse immunitaire innée est devenue un allié précieux dans 

la survie des organismes complexes. La réponse IFN est étroitement impliquée dans la 

mise en place des défenses immunitaires contre les différents dangers auxquels notre 

organisme fait face. 

Afin de déclencher cette réponse IFN, les cellules de notre organisme sont armées de 

divers senseurs de dangers connus sous le nom de « pattern recognition receptors » 

(PRR). Différents signaux sont reconnus : ADN mitochondrial, matériel génétique viral, 

matériel génétique bactérien, matériel génétique des cellules tumorales (Figure 2). Tout 

cela permet une réponse rapide face aux différents dangers. 

Figure 2 Déclenchement de la réponse IFN de type I. Afin de déclencher la réponse IFN, de nombreux senseurs de 

dangers sont capables de détecter des motifs moléculaires associés aux microbes (MAMP). Cela provoque une cascade 

de signalisation qui conduit à la phosphorylation d’IRF3, de NF-Kb et dans certains cas d’IRF7 ce qui provoque la 

sécrétion d’IFN de type I, mais aussi de nombreuses chimiokines
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2.1.1 Les Récepteurs Toll-Like 

Les récepteurs Toll-Like (TLR) sont des protéines transmembranaires de la famille des 

« pattern recognition receptors » capables de détecter des motifs moléculaires associés 

aux microbes (MAMP). Ces récepteurs sont surtout exprimés par les cellules 

immunitaires, ainsi que les cellules épithéliales [1]. Certains de ces récepteurs se 

trouvent à la membrane des cellules, tel que le TLR4, capable de répondre aux 

lipopolysaccharides bactériens (LPS) [2]. D’autres, tels que les TLR3, TLR7 et TLR9 se 

trouvent dans le compartiment endo-lysosomal. Les TLR3 et TLR7 peuvent détecter 

respectivement des ARN double brin ou ARN simple brin provenant de la phagocytose. 

Quant au TLR9, il est capable de détecter du matériel génétique exogène contenant des 

ilots CpG non méthylés, présents dans les pathogènes comme les virus et bactéries [2–

4].  

Suite à l’activation de ces récepteurs, les TLR recrutent des adaptateurs contenant des 

motifs TIR tel que MyD88 [1,4]. Ce recrutement induit l’activation de la voie NF-κB,  des 

MAP kinases, des IRF-7, IRF-3 et IRF-5, provoquant l’induction de cytokines pro-

inflammatoires tels que les IFN de type I et donc des activités antibactériennes et 

antivirales qui en dérivent [3,5]. 

2.1.2 Axe cGAS/STING  

La voie cGAS/STING est un autre composant de ces mécanismes de détection de dangers 

qui conduisent à la production d’IFN de type I. Cette voie est présente dans toutes les 

cellules nucléées. La fixation d’ADN double brin à la synthase cGAS, entraîne la 

production de dinucléotides cycliques (CDN) cGAMP. A son tour, cGAMP est reconnu 

par la protéine stimulatrice de gènes de l’interféron (STING), entraînant son activation 

[6–8]. Suite à cette activation, STING est en mesure de former un complexe avec la 

kinase TANK-binding (TBK1). Ce complexe, peut ensuite s’incorporer dans des structures 

péri nucléaires, ressemblant des autophagosomes, capables de se trans-localiser aux 

endosomes. S’en suit une phosphorylation d’IRF3 et NF-κB entraîne une induction de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-1b et les IFN de type I [7]. 
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2.1.3 Les « RIG-I like receptors » (RLR) 

Un autre mécanisme de détection de matériel génétique pathogène qui est présent dans 

toutes les cellules repose sur les récepteurs (RIG-I)-like (RLR) capables de  reconnaître 

les virus à ARN. Les RLR sont une famille de protéines constituées d’un domaine hélicase, 

d’un domaine CARD (Caspase Activation and Recruitement Domain), et d’un domaine 

répresseur contrôlant leur activation [9,10]. Dans cette famille de senseurs antiviraux, 

on trouve les protéines RIG-I, LGP2 et MDA5. Ces senseurs sont spécialisés dans la 

détection d’ARN double brins et d’ARN simple brin contenant des motifs poly-U/UC ainsi 

que des séquences riches en uracil/adénine souvent retrouvées dans de nombreux virus 

[9]. L’activation des RLR entraîne l’activation des protéines MAVS à la surface des 

mitochondries, induisant la phosphorylation et la relocalisation nucléaire d’IRF3, IRF7 et 

NF-κB qui induiront par la suite l’expression des IFN de type I et de type III ainsi que de 

nombreux gènes de défense antivirale et pro-inflammatoire [11]. 

2.1.4 Induction de la réponse IFN de type I dans le cancer 

Le cancer est un ensemble de pathologies caractérisées par un dysfonctionnement des 

fonctions normales de la cellule. De manière similaire à la réponse antivirale, la réponse 

IFN I dans le cancer est modulée par la détection d’ARN ou d’ADN tumoral par les 

différentes voies décrites plus tôt (Figure 3) [12,13]. Suite à l’activation de la voie IFN, à 

travers les divers senseurs de dangers, l’action autocrine et paracrine des IFN de type I 

induit des mécanismes de défenses antitumoraux.  

 

2.1.4.1 Détection de l’ADN du noyau dans le cytoplasme  

L’instabilité génomique des cellules tumorales est un phénomène essentiel pour la 

progression de la maladie. Les cellules de notre organisme possèdent des protéines 

suppresseur de tumeurs capables de réguler le cycle cellulaire et de réparer des 

dommages à l’ADN. Ces facteurs suppresseurs de tumeurs, tel que TP53, sont souvent 

altérés dans les cellules tumorales et provoquent cette instabilité génomique. A cause 

de ce dérèglement du cycle cellulaire des cellules tumorales, il est commun d’observer 

une accumulation d’ADN double brin ainsi que de micronoyaux dans le  cytoplasme, qui 

peut conduire à l’activation de la voie STING. La voie STING est donc à l’épicentre de la 

réponse au danger associé au dommage de l’ADN [14]. L’activation de STING dans les 
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cellules tumorales implique la détection de l’ADN cytosolique à travers le senseur cGAS, 

induisant la production de cGAMP [15]. Cependant, d’autres voies d’activation cGAS-

indépendantes ont été décrites. La détection de dommage à l’ADN par la kinase ATM et 

l’enzyme PARP induit la phosphorylation de p53 et l’activation d’un complexe ubiquitin 

ligase dans le cytosol. La protéine p53 phosphorylée peut interagir avec le senseur de 

l’ADN IFI16 et sortir du noyau vers le cytosol. Une fois dans le cytoplasme, l’interaction 

d’IFI16 avec STING ubiquitiné induit l’activation de NF-κB et la sécrétion des IFN de type 

I [16].

2.1.4.2 Détection de l’ADN mitochondrial dans le cytoplasme

L’ADN du noyau n’est pas la seule source de DAMP susceptible d’activer la réponse IFN 

de type I lors de la transformation cancéreuse d’une cellule. Les mitochondries sont un 

excellent biomarqueur de dommages cellulaires, à la ressemblance de l’ADN 

mitochondrial (ADNmt) à l’ADN d’origine bactérien dans son contenu de motifs CpG 

hypométhylés [17]. 

Figure 3 Les défauts dans la physiologie cellulaire causées par la progression tumorale déclenche la libération d’IFNs 

de type I grâce aux senseurs de dangers impliqués dans cette réponse.
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Afin d’éviter la transformation de cellules somatiques en cellules cancéreuses, les 

mécanismes d’induction de l’apoptose sont activés suite à des dommages de l’ADN. Par 

un phénomène de perméabilisation de la membrane externe des mitochondries 

(MOMP) le contenu de ces organelles est versé dans le cytoplasme, libérant un cocktail 

de facteurs pro-apoptotiques, ainsi que de l’ADNmt [7,18–20].  Suite à la libération 

d’ADNmt dans les cellules cancéreuses, et de transfert horizontal d’ADNmt dans les 

cellules somatiques, la voie cGAS/STING est capable de détecter ce matériel génétique 

et d’induire la libération de cytokines pro-inflammatoires [21,22].  

2.1.4.3 Détection de rétrovirus endogènes. 

Au fur et à mesure de l’évolution des vertébrés, le contact avec des agents viraux a 

permis l’inclusion de matériel génétique virale dans notre génome. Environ 8% de notre 

génome est suspecté d’être d’origine virale, sous l’appellation de rétrovirus endogènes 

humains (HERV) [23,24]. Ce matériel génétique a apporté des nouveaux gènes à notre 

espèce, enrichissant la machinerie cellulaire avec une multitude d’éléments régulateurs 

impliqués dans la plasticité et le développement de l’organisme. 

Ces HERV sont souvent peu exprimés dans les cellules saines, maintenus silencieux par 

des mécanismes épigénétiques comme la méthylation de l’ADN et l’acétylation des 

histones. Avec la remodélisation épigénétique qui a lieu dans les cellules tumorales, les 

HERV peuvent alors être exprimés, notamment sous la forme d’ARN double brin. 

De nombreux types de tumeurs sont enrichies en ARNdb de HERV, pouvant être utiles 

comme biomarqueurs tumoraux [25]. Certaines de ces gènes d’HERV se trouvent en 

antisens dans des régions régulées par des protéines STAT1 et EZH2 [26]. L’expression 

de ces gènes à travers des processus inflammatoires provoque l’accumulation d’ARNdb 

dans le cytoplasme de la cellule qui sont détectés par les RLR, RIG I et MDA5 et 

conduisent à l’expression de cytokines pro-inflammatoires dont les IFN de type I. Par 

une activité rétrotranscriptase, ces ARN peuvent être transformés en ADNdb, activant à 

leur tour la voie cGAS-STING [26,27].  

Les séquences HERV sont aussi traduites en différentes protéines et enzymes. La 

réponse immunitaire suite à la détection de ces éléments est médiée par divers types 
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de TLR, exprimés dans des cellules effectrices de la réponse immunitaire innée et 

adaptative [28].  

Suite à l’activation de ces voies de détection de PAMP, les cellules immunitaires et 

tumorales sont en mesure de produire des IFN de type I, agissant dans le stroma tumoral 

ainsi que par voie systémique.   

2.1.4.4 Induction de la réponse IFN de type I suite aux traitements 

antitumoraux 

La réponse IFN de type I peut être également déclenchée par les traitements contre le 

cancer, étant étroitement impliquée dans leur efficacité.  

Les dommages aux cellules tumorales induits par les traitements radiothérapeutiques 

et chimiothérapeutiques classiques induisent la libération de DAMP [29–31]. Certains 

traitements chimiothérapeutiques peuvent également provoquer l’expression de  

séquences d’HERV [32]. Des thérapies plus récentes comme l’oncolyse virale peuvent 

également induire cette réponse IFN par le biais de leur nature virale et par la libération 

de DAMP suite à la lyse des cellules cancéreuses [33–37].  

Cette induction de la réponse IFN de type I par le biais de DAMP et d’antigènes tumoraux 

et viraux, est clé dans la réponse antitumorale [31,38,39]. En effet, cette association 

d’antigénicité et d’adjuvanticité favorise le recrutement d’APC et l’activation des 

réponses immunitaires adaptatives necéssaires à la destruction de la tumeur et le 

côntrole de l’infection virale. 
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2.2 Les IFN de type I 

La découverte des IFN de type I remonte à plus de 60 ans. Isaacs et Lindenman pendant 

leurs études sur le virus Influenza, arrivèrent à inhiber la réplication virale suite à 

l’administration préalable de virus inactivé par traitement thermique (Figure 4). Ainsi, 

ils décrivent un nouveau facteur soluble capable « d’interférer » avec la réplication du 

virus[40]. D’autres recherches contemporaines de l’époque, à l’Université de Tokyo, 

appuyèrent l’existence de facteurs d’inhibition virale suite à l’administration de virus 

atténués[41,42]. 

En 1976, Cantel et al. utilisèrent de l’IFN partiellement purifié, obtenu à partir du

traitement de lésions cutanées provoquées par le virus de l’herpès [43]. Quelques 

années plus tard, en 1978, l’équipe de Y. Tan produisit et purifia l’IFNβ humain à partir 

de fibroblastes humains, purifiant pour la première fois un IFN de type I humain [44]. 

Les IFNα furent à leur tour purifiés par le laboratoire de Sidney Pestka, décrivant dans 

leurs travaux de 1978 à 1981 une collection d’IFN humains issus de leucocytes actifs sur 

des cellules humaines et bovines, dont différents sous-types d’IFNα faisaient partie

[45,46].

Figure 4 L’infection virale déclenche la libération des IFN de type I. Ces cytokines sont capables d’inhiber la réplication 

virale et organiser une réponse immunitaire capable de détruire les cellules infectées.
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Les IFN de type I appartiennent à la 

superfamille de cytokines hélicoïdales, 

dans lequel nous trouvons d’autres 

membres comme GM-CSF, IL-2, IL-5 ou 

l’IFN-γ [47]. La structure des IFN de type 

I est caractérisée par 5 hélices α (A, B, C, 

D et E) disposées en forme de cylindre, 

cette structure étant conservée parmi les 

différents types d’IFN de type I dans 

différentes espèces [48] (Figure 5). 

Malgré une structure géométrique 

similaire entre les IFN de type I, 

seulement 32% de la séquence entre 

l’IFNα et l’IFNβ est conservée, 

correspondant au « barillet » de la 

protéine et à certains résidus impliqués 

dans l’interaction de ces cytokines avec 

les sous-unités du récepteur IFNAR 

[49,50]. 

Chez les mammifères, cette famille de cytokines aux activités pléiotropes est formée par 

différents sous- types d’IFN α, l’IFN-β et d’autres types minoritaires (IFNε, IFNκ et IFNω).  

2.2.1 IFN-α 

Les IFN alpha constituent la plus grande famille d’IFN de type I, avec 13 membres chez 

l’homme et 14 chez la souris. Ces cytokines sont formées par 161-167 acides-aminés 

(165 pour l’IFNα2 humain), conservant 80% de leur séquence parmi les différents sous-

types. Tous les sous-types d’IFNα conservent les quatre cystéines impliquées dans la 

formation de deux ponts disulfures [51]. Chez l’homme, les IFNα sont codés par 13 gènes 

fonctionnels non-alléliques situés dans le chromosome 9 [52]. Dans le cas des souris, 14 

gènes situés dans le chromosome 4 codent pour les 14 protéines IFNα [51,53].  

Figure 5 Structure tridimensionnelle des IFN de type I. Les 5 

hélices α, représentées par les cylindres bleus, sont disposées 

en forme cylindrique et reliées par des boucles protéiques. 

La boucle A-B, est coloriée en vert. En dessous, deux 

structures cristallographiques obtenues de la base de 

données RCSB PDB. IFN-β murin : 1WU3 ; IFN-α2 humain : 

1ITF3.  
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2.2.2 IFN-β 

Un autre représentant des IFN de type I est l’IFNβ, une cytokine de haute affinité capable 

d’induire une réponse IFN rapide. Cette protéine est codée par un seul gène dans le 

chromosome 9 chez l’homme. Elle est également formée par une séquence de 166 

acides-aminés. A la différence d’autres IFN de type I, l’IFN-β ne contient qu’un pont 

disulfure entre les cystéines 29 et 138 [52,54]. 

2.2.3 Affinité des IFN pour leurs récepteurs 

Les IFN de type I étant capables d’interagir avec les deux sous-unités d’IFNAR, nous 

pouvons identifier deux composantes : l’affinité pour la sous-unité IFNAR2 et l’affinité 

pour la sous-unité IFNAR1. 

Les IFN de type I présentent une forte affinité pour IFNAR2. Les rangs d’affinités varient 

selon le type, cependant nous retrouvons des KD de l’ordre du nM. Chez l’homme, parmi 

les sous-types d’IFN-α, nous trouvons des KD pouvant aller de 0,4 nM pour l’IFN-α10, à 

1,7 nM pour IFNα2, et jusqu’à 200 nM pour IFN-α1 [55]. Cette affinité est nettement 

plus élevée dans le cas de l’IFN-β, présentant une KD inférieure de l’ordre de 0,1 nM 

[56,57].  

Quant à la fixation au domaine ectotopique d’IFNAR1, l’ordre d’affinité est nettement 

plus faible. Par exemple, dans le cas de l’IFN-β, l’affinité pour IFNAR1 est 500 fois plus 

faible en comparaison avec une KD de 50 nM. Cette différence est encore plus prononcée 

chez les IFN-α.  Leur affinité pour IFNAR1, représentée par des KD de l’ordre de 0,5-5 µM, 

rend la fixation IFN-IFNAR1 extrêmement peu favorable [53,56].  La formation du 

complexe IFN-IFNAR2 devient donc essentielle pour stabiliser la réaction de 

dimérisation.  

2.3 IFNAR, le récepteur des IFN de type I 

Le récepteur des IFN-a/-b (IFNAR) est un hétérodimère appartenant à la famille des 

récepteurs de cytokines de classe II. Exprimé sur toute cellule de notre organisme, il est 

constitué par deux protéines transmembranaires, IFNAR1 et IFNAR2, clonées pour la 

première fois dans les années 1990 [58,59]. 



  

17 
 

2.3.1 Structure de IFNAR 

2.3.1.1 IFNAR2 

La sous-unité transmembranaire IFNAR2, est constituée par trois principaux domaines : 

l’ectodomaine responsable de la fixation des IFN de type I, d’un domaine 

transmembranaire, et d’un domaine intracellulaire interagissant avec des Janus kinases 

responsables de la cascade de phosphorylation induite par l’activation d’IFNAR. 

Le domaine ectotopique d’IFNAR2 est formé par deux modules « FNIII-like » (Fibronectin 

type III) chacun formé par sept feuillets β nommés sous-domaines D1 et D2 [60]. Les 

sous-domaines D1 et D2 sont impliqués dans l’interaction avec les IFN de type I.  

Le domaine intracellulaire d’IFNAR2, peut varier en longueur, présentant un isoforme 

long fonctionnel, IFNAR2c (de 486 acides-aminés de domaine intracellulaire), et deux 

formes courtes : IFNAR2b avec 67 acides-aminés de domaine intracellulaire, et IFNAR2a, 

une forme soluble d’IFNAR2 manquant de domaine transmembranaire et cytoplasmique  

[61]. Il est capable d’interagir spécifiquement avec Jak1 à travers une région des résidus 

300-346 contenant un domaine FRM-SH2 [62]. L’activité de phosphorylation de Jak1 à 

travers IFNAR2 est nécessaire, à son tour, pour l’activation de STAT1 et la transduction 

du signal.  

2.3.1.2 IFNAR1 

La structure de la sous-unité IFNAR1 présente trois domaines : un domaine 

extracellulaire, impliqué dans l’interaction avec le complexe IFNAR2-IFN, un domaine 

transmembranaire, et un domaine intracellulaire, capable d’interagir avec les kinases 

Janus et de permettre le « docking » des protéines STAT. 

Le domaine extracellulaire est constitué par quatre régions FNIII-like formées, à leur tour, 

par sept feuillets β chacune. Chaque module FNIII compose les 4 sous-domaines (SD) de 

l’ectodomaine, à la différence de la sous-unité IFNAR2 qui est composée de 2 sous-

domaines [60,63,64]. La fixation du complexe IFNAR2-IFN à IFNAR1 est possible grâce à 

l’interaction avec les domaines N-terminal SD1, SD2 et SD3 d’IFNAR1. Le domaine SD4 

étant d’utilité pour l’orientation d’IFNAR1 lors de la fixation  [65]. 

Quant aux domaines intracellulaires, les régions en C-terminal d’IFNAR1 peuvent 

interagir avec les domaines FRM-SH2 de la Janus kinase Tyk2, formant des complexes 
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stables capables d’interagir avec des protéines STAT2 à travers leur domaines SH2 et de 

les phosphoryler, initiant la cascade de signalisation jusqu’au noyau [63,66].

2.3.2 Activation et signalisation d’IFNAR

La dimérisation du récepteur est organisée en deux étapes : en premier, la fixation de 

l’IFN à la sous-unité IFNAR2, et ensuite, la fixation du complexe IFN-IFNAR2 à la sous-

unité IFNAR1 (Figure 6) [67]. 

Figure 6 Activation du récepteur IFNAR et de la cascade de signalisation. Suite à la dimérisation du récepteur, la 

cascade de phosphorylation des protéines STAT1 et STAT2 induit la formation du complexe de transcription ISFG3.

La basse affinité d’IFNAR1 pour les IFN de type I (100 nM pour le meilleur cas, l’IFNβ) 

provoque une liaison préférentielle pour la sous-unité IFNAR2. Suite à cela, l’ancrage de 

l’IFN à la membrane à travers IFNAR2, facilite l’interaction avec IFNAR1 et la formation 

du complexe tertiaire IFN/IFNAR2/IFNAR1, et donc la dimérisation du récepteur.  Le 

complexe tertiaire sera stable pendant une période de co-locomotion d’environ six

secondes, période suffisante pour induire la signalisation de la voie IFN [67]. 
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La dimérisation d’IFNAR entraîne l’activation des kinases Tyk2 et Jak1 associés aux sous-

unités IFNAR1 et IFNAR2 respectivement. Cette activation induit à son tour la 

phosphorylation des protéines régulatrices STAT1 et STAT2. Ces facteurs de 

transcriptions forment avec la protéine IRF9, un complexe appelé ISGF3 capable de 

migrer dans le noyau de la cellule et de se fixer à des régions régulatrices d’ADN appelées 

ISRE. Cette fixation provoque l’expression des gènes induits par les interférons (ISG). Ce 

panel de gènes est chargé de la pléthore d’activités des IFN de type I [68].

2.3.3 Interactions IFN de type I avec IFNAR

Les IFN de type I présentent dans leur structure des sites d’interactions avec les deux 

sous-unités d’IFNAR. Comme évoqué, les résidus impliqués dans ces interactions sont 

bien conservés parmi les différents sous-types d’IFN α et IFNβ. 

Les sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 interagissent avec l’IFN formant un complexe en 

disposition orthogonale, chaque chaîne d’IFNAR se liant à des faces opposées de la 

cytokine (Figure 7).

L’interface IFN-IFNAR1, d’environ 1800 Å2 de surface, est constituée par divers résidus 

des hélices A, E et de la boucle A-B de l’IFN, ainsi que par des résidus du sous-domaine 

D1 du domaine ectopique d’IFNAR1. Quant à l’interface IFN-IFNAR2, elle comprend les 

hélices B, C, D de l’IFN et les sous-domaines SD1-3 du domaine ectotopique d’IFNAR2, 

Figure 7 Carte d’interaction entre un IFN de type I (IFN-α2) et les sous-unités IFNAR1 et IFNAR2. Les résidus des chaines 

IFNAR en forme ovale correspondent à des « points chauds » dans l’affinité pour l’IFN, ayant la plus forte influence 

pour l’affinité cytokine/récepteur.  Carte d’interactions adapté de Ng et al., 2016.
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avec une surface d’interface de 2200 Å2. A la différence d’autres interactions cytokine-

récepteur de la même famille, la charnière entre les sous-domaines SD2 et SD3 recouvre 

l’IFN, permettant une liaison de forte affinité entre les deux [47,49,50,56,69].  

Malgré le fait que tous les sous-types se fixent sur les mêmes cibles, la modalité 

d’interaction avec le récepteur, conditionne l’activité des IFN [51,57,70]. Ce différentiel 

d’activité n’est pas autant dépendant des affinités individuelles des IFN de type I pour 

les deux sous-unités d’IFNAR, mais plutôt par la capacité de stabiliser le complexe 

tertiaire IFNAR2-IFN-IFNAR1. Une faible liaison du complexe tertiaire entraîne une 

activation transitoire du récepteur et l’internalisation des deux sous-unités d’IFNAR, 

induisant l’expression d’un panel d’ISG responsables de l’effet antiviral des IFN. A 

l’inverse, une forte liaison du complexe tertiaire IFNAR2-IFN-IFNAR1, soit par des 

concentrations élevées d’IFN-α ou par l’activité d’IFN de haute affinité pour IFNAR1 

comme l’IFN-β, entraîne l’activation prolongée du récepteur, l’internalisation exclusive 

de la sous-unité IFNAR1 et l’induction d’une activité anti-proliférative, en plus d’une 

activité antivirale [71]. Ceci explique la variabilité d’activité entre les différents types 

d’IFN de type I. 

2.3.4 Régulation négative de la réponse IFN de type I 

Afin d’éviter une réponse IFN exacerbée, pouvant induire de la toxicité chez l’individu, 

des régulateurs négatifs, induits par les IFN de type I et autres cytokines pro-

inflammatoires, sont capables d’interférer avec la voie de signalisation des IFN de type I 

(Figure 8).   

La protéine USP18 est un de ces régulateurs négatifs de la réponse IFN. Cette protéine, 

faisant partie des ISG, peut être induite par l’activité des IFN de type I et III, formant une 

boucle de feedback négatif. Son action consiste à neutraliser la signalisation des IFN de 

type I à travers la liaison avec IFNAR2 et bloquant l’interaction IFNAR2-Jak1 [72,73].  

La protéine SOCS1 (« Supressor of Cytokine Signaling 1 ») est un élément essentiel dans 

la régulation négative de certaines voies de signalisation des cytokines, la réponse IFN 

inclue. De manière similaire à USP18, SOCS1 agit sur les kinases Janus associées aux 

récepteurs des IFN. Plus précisément, SOCS1 est capable de se lier à la région SH2 de 

Tyk2, empêchant son interaction avec IFNAR1. Ceci se traduit par une neutralisation de 
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la phosphorylation des protéines STAT et par une réduction de l’expression 

membranaire d’IFNAR1, stabilisée par Tyk2 [74,75].

Figure 8 L’activation de la cascade de phosphorylation induite par l’activation d’FINAR peut être neutralisé par des 

régulateurs négatifs de la réponse IFN comme USP18 et SOCS1. Leur action sur les kinases Janus associées aux sous -

unités IFNAR1 et IFNAR2, Tyk2 et Jak1,  inhibe la signalisation du récepteur et l’expression d’ISG.
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2.4 IFN de type III

Les IFN de type I et type II ont été les premiers IFN décrits ; récemment, un nouveau 

groupe a été découvert, les IFN de type III. Cette nouvelle famille d’IFN, est constituée 

chez l’homme par quatre membres : IFN-λ1 (IL-29), IFN-λ2 (IL-28A), IFN-λ3 (IL-28B) et 

IFN-λ4.  De manière similaire aux autres groupes d’IFN, ils exercent leur activité par 

l’interaction avec un récepteur hétérodimérique formé par les chaînes IFNLR1 et IL-

10R2[76,77]. A différence du récepteur IFNAR, l’expression du récepteur IFNLR est 

limitée aux cellules épithéliales et à certaines sous-populations immunitaires [78,79].

Au niveau de leur structure et de leur séquence, les IFN λ présentent des différences 

notables en comparaison des IFN de type I, mais leur activité reste semblable. Tout 

d’abord, leurs voies de signalisation partagent beaucoup d’éléments, les IFN de type I et 

type III faisant recours aux kinases Janus et aux protéines STAT pour induire l’expression 

d’ISG dans le noyau (Figure 9). A cause de cela, le panel d’ISG induit par les IFN de type 

I et type III est similaire, ces ISG étant responsables des effets antiviraux et antitumoraux 

de ces cytokines  [77,78,80]. 

Figure 9 Résumé de similarités des réponses des IFN de type I et des IFN de type III. Malgré une différence de tropisme 

entre les deux groupes de cytokines, les voies canoniques de signalisation restent très similaires, pouvant induire des 

activités antivirales et antitumorales chevauchantes.
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2.5 Activités des IFN de type I

La réponse IFN étant une des premières lignes de défense immunitaire, elle est 

impliquée dans de nombreuses réponses immunitaires : réponses antivirales, 

antibactériennes et antitumorales. Les ISG exprimées lors de l’activation de cette voie 

peuvent altérer le fonctionnement de la cellule infectée ou tumorale, ainsi qu’activer les 

cellules immunitaires environnantes. 

2.5.1 Activités antivirales de la réponse IFN de type I

Un cycle viral classique est caractérisé par la reconnaissance d’un marqueur de surface 

cellulaire, permettant au virus de s’y fixer et de pénétrer dans la cellule. Une fois la 

cellule envahie, la particule virale peut ensuite libérer son contenu et permettre la 

réplication de son génome et la production de protéines virales qui serviront à former 

des nouveaux virions prêts à perpétuer l’infection des cellules adjacentes. La dernière 

étape est la sortie et la libération des virions de la cellule infectée par bourgeonnement 

Figure 10 Les ISG impliqués dans les activités antivirales des IFN de type I. La réponse IFN se déclenche suite à la 

détection d’un danger, induisant la libération d’IFN, l’activation du récepteur et l’expression des ISG. Ces ISG sont 

capables d’intervenir à différents stades de cycle viral. Extrait de  [81].
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de la membrane cellulaire ou par la lyse de la cellule. Les ISG antiviraux peuvent agir aux 

différents stades de l’infection virale : entrée, réplication et sortie (Figure 10) [81].  

2.5.1.1 Inhibition de l’entrée de particules virales 

Une des familles les plus importantes dans l’inhibition de cette étape sont les protéines 

IFITM (Interferon-Inducible Transmembrane protein) comptant parmi leur rang les 

protéines IFITM1, IFITM2 et IFITM3. Bien que tous les virus ne sont pas sensibles à l’effet 

antiviral des IFITM, certains comme le virus influenza, le virus de la dengue ou le virus 

du Nil de l’Ouest sont neutralisés aux stades précoces de l’infection [82–84]. Les 

mécanismes d’action exacts restent encore à élucider, cependant certaines voies 

particulières d’entrée virale sont suspectées d’être neutralisées par la famille des IFITM. 

Les fusions pH-dépendantes ou cathepsine-dépendantes sont fortement neutralisées, 

affectant de nombreux virus tels que le virus de Marburg (MARV) ou le virus de 

l’influenza A (IAV) [83]. De plus, l’expression de protéines IFITM inhibe l’hemifusion 

membranaire, réduisant donc la transmission de particules virales entre cellules suite à 

la formation de syncytiums de cellules infectées par le IAV ou le retrovirus de mouton 

de Jaagsiekte (JSRV) [85].  

D’autres ISG comme le Cholesterol-25-hydroxylase (Ch25h) peuvent neutraliser l’entrée 

de virus tels que le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH), le virus de l’herpès simple (HSV), ou le cytomégalovirus de souris 

(MCMV) [86,87]. Cette enzyme catalyse l’oxydation de cholestérol en  25-

hydroxicholesterol. Cet oxysterol contient des propriétés antivirales grâce à la capacité 

de moduler la membrane cellulaire réduisant la capacité de fusion de virus à sa cible 

[86].  

2.5.1.2 Inhibition réplication virale 

Malgré l’existence de mécanismes antiviraux visant à neutraliser l’entrée de virus dans 

la cellule, la plupart de nos défenses antivirales moléculaires médiées par les ISG sont 

centrées sur la neutralisation de la réplication virale à différents stades. Le virus ayant 

besoin de la machinerie de synthèse protéique et de matériel génétique afin de se 

reproduire, des éléments de sauvegarde sont mis en place pour stopper le 

fonctionnement normal de la cellule infectée.  
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2.5.1.2.1 Inhibition de synthèse de protéine 

2.5.1.2.1.1 Voie OAS/RNAse L 

Nos défenses antivirales non seulement peuvent arrêter la réplication virale en inhibant 

la synthèse protéique des cellules infectées, mais aussi dégrader les ARN viraux localisés 

dans le cytosol. Les olygoadenylate synthases (OAS) sont une famille de protéines 

inductibles par les IFN de type I composée par OAS1, OAS2, OAS3 et OASL [82,88]. Ces 

protéines sont capables de détecter la présence d’ARN double brin et de synthétiser des 

oligonucléotides 2’-5’. La RNAse L est donc activée suite à la synthèse de ces nucléotides 

ce qui entraîne une dégradation des ARN présents dans le cytosol, inhibant la synthèse 

protéique [82].  

2.5.1.2.1.2 Protéine PKR 

La protéine kinase ARNdb-dépendante (PKR) est une protéine inductible par les IFN de 

type I et régule la traduction protéique dans le cadre de la réponse antivirale. Elle est 

constituée de domaines N-terminales de fixation à l’ARN, ainsi que d’un domaine 

catalytique serine/thréoinine kinase [89]. Suite à la fixation d’ARN double brin, la 

protéine PKR induit la phosphorylation de la sous-unité α du facteur d’initiation de la 

traduction eucaryote 2 (eIF2a). La sous-unité α de ce facteur est indispensable au 

transport AUG-dépendante d’ARNt au ribosome 40S, et donc à l’initiation de la 

machinerie de traduction. Cette phosphorylation inhibe l’initiation de toute synthèse 

protéique par la séquestration d’eIF2α phosphorylée par la sous-unité eIF2β, chargée de 

l’échange de GTP [90].  

2.5.1.2.1.3 Protéines IFIT 

Une autre famille d’ISG exerçant des effets antiviraux directs est la famille des 

« Interferon-induced proteins with tetraticopeptide domains » (IFIT). Ces ISG se 

trouvent principalement dans le cytoplasme et peuvent être induits par une stimulation 

des IFN de type I ou par l’activation de PRR IFN-indépendant [91]. Cette famille est 

principalement composée par les membres IFIT1 (ISG56), IFIT2 (ISG54) ainsi que IFIT3 

(ISG60). Certains, comme le VSV, le papillomavirus humain (HPV) ou IAV, se montrent 

particulièrement sensibles à l’action de ces protéines.  
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IFIT1 est capable de reconnaître et de se fixer à des ARN viraux phosphorylés à leur 

extrémité 5’ triphosphate (5’-ppp). Suite à cette fixation, les protéines IFIT2 et IFIT3 sont 

en mesure d’interagir avec le complexe IFIT1-ARN, empêchant la réplication et la 

traduction du matériel génétique viral [92]. Dans le cadre de l’infection par le HPV, il a 

été décrit que IFIT1 est également capable de se fixer à la protéine virale E1, une hélicase 

essentielle pour la réplication du virus, et de la séquestrer dans le cytosol [93]. 

2.5.1.2.2 Arrêt du cycle cellulaire 

Les CDK (kinases dépendantes de cyclines) sont des régulateurs essentiels dans le 

déroulement du cycle cellulaire de toutes cellules eucaryotes [94,95]. La 

phosphorylation des résidus serine/thréonine de ces kinases est régulée par leurs 

interactions avec des protéines telles que des cyclines et des inhibiteurs de CDK (CKI) 

comme p21 et p19 [95]. 

L’activité des CDK peut être régulée par l’action des IFN de type I [96,97]. Certains virus 

ayant un génome ADN, nécessitent la machinerie de réplication de l’ADN de la cellule 

hôte pour se répliquer. L’arrêt du cycle cellulaire est donc un frein important à la 

prolifération du virus, et ainsi un mécanisme que nos défenses antivirales peuvent 

exploiter. Dûe à leur importance dans la prolifération cellulaire, la régulation des CDK 

est souvent perturbée par certains agents viraux et dans le cadre du développement 

tumoral [82,98,99]. 

2.5.1.2.3 Induction de l’apoptose 

L’induction d’apoptose par les IFN de type I est un autre moyen de réduire la réplication 

virale. Suite à la surexpression de la PKR dûe à la détection de matériel génétique viral 

et de l’induction IFN-dépendante de la PKR, plusieurs gènes sont activés, tels que des 

récepteurs de mort cellulaire comme FAS, afin d’initier des mécanismes d’apoptose et 

de contrôle du cycle cellulaire [100]. La protéine FADD (Fas-associated death domain) 

est un adaptateur du complexe DISC (Death-induced signalling complex) responsable de 

l’induction de la voie caspase [101]. Elle est capable d’interagir avec des trimères du 

récepteur FAS qui, en conjonction avec la caspase 8, forment un complexe clivant Bid, 

une protéine de la famille Bcl-2 induisant la libération du cytochrome C, des 

mitochondries et le déclenchement de l’apoptose [102].  
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Cependant des régulateurs négatifs de l’apoptose tels que cFLIP (Cellular FLICE (FADD-

like IL-1β-converting enzyme) inhibitory protein) ralentissent le déclenchement de 

l’apoptose induite par l’IFN. Cette protéine a la capacité de se lier à des régulateurs pro-

apoptotiques tels que FADD ou le récepteur TRAIL 5, inhibant la formation du complexe 

DISC [103]. Cette neutralisation est basée sur l’équilibre du ratio de cFLIP et de la caspase 

8 induite par les IFN de type I, jusqu’à ce que l’accumulation de caspase 8 finisse par 

déplacer cFLIP du complexe DISC et déclenche l’apoptose. 

2.5.1.3 Inhibition sortie virale  

Cependant les ISG ne limitent pas leur action à empêcher l’entrée des virus et limiter 

leur réplication. Certains ISG, comme ISG15, vipérine ou l’antigène stromal de moelle 

osseuse 2 (BST-2)  sont spécialisées dans la neutralisation de la sortie virale de la cellule 

infectée. 

ISG15 est une protéine « ubiquitin-like » induite par la réponse IFN de type I, capable de 

neutraliser le bourgeonnement (« budding ») précoce et tardif de rétrovirus, comme le 

VIH et le virus du sarcome aviaire (ASLV). Cette activité est liée aux protéines virales Gag 

des rétrovirus. Celles-ci peuvent interagir avec des protéines ESCRT, telles que ESCRTIII, 

impliquées dans la restructuration des membranes cellulaires nécessaires pour leur 

bourgeonnement [104]. L’activation d’ESCRTIII nécessite de l’activité ATPase de Vps4, 

activée à son tour par LIP15. Cependant, ISG15 est capable d’empêcher son activation à 

travers l’union et la séquestration de LIP15, ce qui finalement provoquera l’inhibition de 

ESCRTIII et le bourgeonnement des particules virales [105,106]. 

De manière similaire à ISG15, la vipérine est un ISG capable de neutraliser le 

bourgeonnement du virus en perturbant les radeaux lipidiques de la membrane des 

cellules infectées, structures membranaires essentielles pour la sortie de particules 

virales de nombreux virus tels que le virus de l’influenza A ou le virus (IAV) de l’hépatite 

C (HCV) [107,108]. Cette action est possible grâce à l’inhibition de l’enzyme farnesyl 

diphosphate synthase (FPPS), responsable de la synthèse d’isoprénoïdes, eux-mêmes 

nécessaires à la formation de cholestérol composant les radeaux lipidiques [109]. Dues 

au changement de composition de ces structures membranaires, les particules virales 

présentent de plus grandes difficultés à interagir avec la membrane de la cellule hôte. 
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La protéine BST-2 (aussi connue en anglais comme « theterine ») contribue elle aussi à 

l’échappement des particules virales de la cellule infectée. Cette protéine agissant en 

forme de dimère présente à chaque extrémité deux domaines d’ancrages dans la 

membrane cellulaire, ainsi qu’un domaine extracellulaire servant de lien entre les deux 

ancres. Ces domaines d’ancrages sont capables d’interagir avec les composantes 

lipidiques des enveloppes virales et de retenir les bourgeons émergeant à la surface de 

la cellule[110]. De nombreux virus enveloppés sont affectés par cet ISG, tel que le VIH 

ou le Chikungunya [110,111]. 

2.5.1.4 Protéines Mx 

Conservés à travers de nombreuses espèces, les membres murins Mx1 et Mx2 confèrent 

une protection envers des virus comme le virus de l’influenza A (IAV) et le VSV, 

respectivement [112–116]. Dans le cas d’Homo sapiens, MxA est la protéine 

prédominante de la famille des Mx. Son action englobe une pléthore de virus : VSV, IAV, 

HBV, virus de la rage, parmi d’autres [112]. 

Même si leur implication dans les systèmes de défense antivirale est depuis longtemps 

établie, leur exact mécanisme moléculaire d’action n’est pas encore complètement 

élucidé. Ces dernières années, des études démontrent leur interaction avec les 

nucléoprotéines (NP) des virus à travers la formation de dimères et tétramères de 

protéines MxA, inhibant la réplication du matériel génétique viral  [117,118].  

2.5.2 Modulation de la réponse immunitaire 

Les IFN de type I étant des cytokines aux actions extrêmement plurivalentes, ils ne se 

limitent pas à moduler le fonctionnement des cellules infectées et leurs voisines afin de 

neutraliser la réplication des virus. Le système IFN est fortement impliqué dans 

l’initiation de la réponse immunitaire innée dans le cadre d’infection virale et 

bactérienne qui est ensuite suivie de la réponse immunitaire adaptative (Figure 11).  

De plus, des observations récentes montrent que les interférons I joueraient aussi un 

rôle dans l’initiation de la réponse immunitaire antitumorale. En effet, la réponse 

interféron de type I qui est aussi accompagnée de la libération de nombreuses 

chimiokines attire différents types de cellules immunitaires. De plus, les interférons de 

type I participent à la maturation des cellules présentatrices d’antigènes telles que les 
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cellules dendritiques qui peuvent alors activer des réponse lymphocytaires T CD8+ 

cytotoxiques [119,120]. 

2.5.2.1 Rôle des IFN de type I  dans la présentation d’antigène

Afin d’engager une réponse immunitaire puissante, des mécanismes visant à amplifier 

la reconnaissance d’antigènes viraux ou tumoraux sont nécessaires. Les IFN de type I ont 

la capacité d’engager l’expression de protéines responsables de la présentation de ces 

antigènes. Ils provoquent, notamment, la maturation des cellules dendritiques qui 

peuvent alors migrer vers les organes lymphoïdes secondaires et présenter les antigènes 

phagocytés aux lymphocytes T.

Les protéines du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) sont des proté ines 

membranaires chargées de la présentation de peptides issus d’antigènes aux 

lymphocytes T. Il s’agit d’une famille de protéines longuement étudiée pour leur rôle 

dans la réponse immunitaire innée et adaptative, découverte dès 1936[121]. Il existe 

deux types de CMH, les CMH de classe I présentes sur toutes les cellules nucléées de 

l’organisme et les CMH de classe II, portées surtout par les APC. Leur expression est 

Figure 11 Modulation de la réponse immunitaire par les IFN de type I suite à une infection virale. L’activation de la 

réponse IFN de type I par une infection virale déclenche les réponses immunitaires innées et adaptatives impliquées 

dans l’élimination du virus. Adapté de Gujar et al. 2017.
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fortement liée à l’activation des voies IFN de type I et type II ainsi que par l’activité de 

NF-κB [122]. Elles peuvent lier des peptides d’origine virale ainsi que des peptides 

propres à la cellule [123]. Ces complexes antigène-CMH pourront à leur tour interagir 

avec les récepteurs de cellules T (TCR) de nombreux lymphocytes impliqués dans les 

réponses adaptatives antitumorales et antivirales. 

2.5.2.2 Modulation de la réponse innée par les IFN de type I 

Suite à l’infection virale, les IFN de type I libérés peuvent recruter et activer les cellules 

dendritiques (DC) [37]. Issue de progéniteur myéloïde commun aux macrophages et DC, 

cette population d’APC sert à relayer le message de danger entre le site de l’infection et 

le reste des cellules effectrices et initier l’ICD. Parmi les DC, nous pouvons trouver des 

sous-populations avec des rôles bien définis, tels que les DC conventionnelles (cDC) ou 

les DC plasmacytoïdes (pDC).   

Les cDC sont une sous-population spécialisée dans la présentation d’antigènes et la 

libération de chemokines et cytokines pro-inflammatoires, capables d’induire 

l’activation de lymphocytes T CD4 et CD8 [124–126]. En contrepartie, les pDC sont un 

sous-type de ces cellules sentinelles, spécialisées dans la libération des IFN de type I, 

grâce à des senseurs aux ARN et ADN viraux tels que TLR7 et TLR9. Cette libération est 

essentielle dans l’activation des voies antivirales moléculaires visant à contenir 

l’infection virale, ainsi que dans l’activation d’autres cellules immunitaires effectrices 

telles que les lymphocytes B, T CD8+ ou cellules NK [37,127]. 

Les cellules « Natural Killers » (NK) sont elles aussi activées par des cytokines pro-

inflammatoires, dont les IFN de type I, libérées par des APC tels que les DC ou des 

macrophages [128]. Suite à leur activation, ces cellules effectrices libèrent des molécules 

cytotoxiques telles que des granzymes, capables d’induire l’apoptose caspase -

dépendante des cellules infectées [129,130], ou des perforines, capables de former des 

canaux sur la membrane plasmatique lysant la cellule [131]. Additionnellement, les NK 

exercent leurs fonctions à travers la libération de cytokines telles que l’IFNγ et le TNFα, 

amplifiant la réponse immunitaire.  
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2.5.2.3 Modulation de la réponse adaptative par les IFN de type I 

Parmi les différents types de lymphocytes T, la population CD4+, classifiée sous 

l’appellation de « T helpers » (Th) exerce une fonction régulatrice essentielle pour la 

réponse immunitaire adaptative. Leur activation à travers les IFN de type I et la détection 

de particules virales par les APC [37,132], induit l’expression de CMH classe II et de 

molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 sur les APC, ainsi qu’un profil variable de 

cytokines. Ceci va à son tour favoriser la présentation antigènique dans les organes 

lymphoïdes afin d’activer les lymphocytes naïfs par des interactions CMHII/TCR, 

CD80/CD28 et CD86/CD28 avec les APC [133]. Les lymphocytes T CD4+ peuvent se 

différencier en Th1, Th2 ou encore des Tfh. Les Th1 favorisent l’activité antivirale des 

lymphocytes T CD8+ par la sécrétion d’IL-12 IL-15, ou IL-21 ainsi que par des interactions 

CD40-CD40L [132,134]. Les lymphocytes Tfh peuvent intéragir avec des lymphocytes B 

du centre germinal (GC), à travers des interactions CD40-CD40L. Ceci est essentiel dans 

l’activation de la réponse humorale asurée par les lymphocytes B, ainsi que dans la 

génération de cellules B mémoires, essentielles à l’immunité mémoire de longue durée 

[135,136]. Les Th2 peuvent également favoriser la réponse anticorps des lymphocytes B 

par des interactions CD40-CD40L, ainsi qu’à travers la sécrétion de diverses cytokines 

comme IL-2, IL-4, IL-21 et IFNγ [37,133,137]. Il existe également des lymphocytes T CD4+ 

Th17 caractérisés par la production d’IL-17 qui a une activité pro-inflammatoire, et des 

lymphocytes T CD4+ CD25+ FOXP3+, appelés aussi lymphocytes T CD4+ régulateurs 

(Treg) car exerçant une activité immunosuppressive. 

Les lymphocytes T CD8+ incluent une population de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 

actifs, effecteurs de la réponse immunitaire antitumorale. Leur activation est fortement 

reliée à l’activité des IFN de type I, et d’autres cytokines pro-inflammatoires, ainsi que 

par la détection d’antigènes à travers leurs TCR [138]. L’activité des IFN de type I est 

également essentielle pour la survie des CTL et la formation de cellules T CD8+ mémoires, 

permettant une immunité prolongée dans les cas d’infection chronique [138–140]. Suite 

à leur activation, les CTL exercent leurs fonctions à travers des mécanismes similaires 

aux lymphocytes NK. Tout d’abord, la libération de granzymes et perforines causent un 

effet cytolytique direct dans les cellules infectées. De plus, les lymphocytes T CD8 sont 
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aussi capables de libérer des cytokines pro-apoptotiques comme l’IFN-g et le TNFα, 

induisant la mort de cellules infectées. 

Le dernier groupe de lymphocytes effecteurs dans la réponse immunitaire adaptative 

sont les lymphocytes B, des cellules spécialisées dans la réponse humorale grâce à la 

production d’immunoglobulines [141]. Contrairement aux lymphocytes T, les 

lymphocytes B détectent des antigènes grâce à la présence d’un complexe formé par 

des IgM et des protéines transductrices de signal CD79, formant le récepteur de cellules 

B (BCR). Suite à cette activation, une partie de ces cellules B deviendra des plasmocytes, 

spécialisés dans la production en masse d’anticorps. Différents types d’anticorps seront 

produits à différents moments. La réponse initiale est principalement médiée par les 

IgM libérées sous forme de pentamères, fort inducteurs de la voie du complément ainsi 

que de l’opsonisation de leurs cibles [142,143]. La deuxième vague humorale est médiée 

par la libération d’IgG, l’isotype le plus commun, agissant sous forme monomérique. Les 

IgG démontrent des activités similaires aux IgM, activant la voie du complément, ainsi 

qu’opsonisant les cellules ciblées par leur fixation. Additionnellement, les différents 

isotypes des IgG ont une affinité variable pour les divers types de récepteurs Fc, activant 

divers cellules immunitaires  de la réponse innée ou adaptative, et causant un contrôle 

de l’infection virale par ADCC [143,144]. 

2.5.3 Toxicité des IFN de type I 

Comme nous l’avons évoqué, le récepteur aux IFN de type I est exprimé de manière 

ubiquitaire   dans l’organisme. Bien que cela permette une défense systémique, elle peut 

engendrer de la toxicité dans de nombreux tissus. Ces effets peuvent être causés par 

une administration exogène en forme de traitement, mais aussi par un dérèglement 

pathologique de la réponse immunitaire.  

Une étude sur l’efficacité de traitement par des IFN I dans les leucémies myéloïdes 

chroniques (LMC) a pu répertorier de nombreux effets secondaires chez les patients 

suivant le traitement pendant une longue durée.  Ces effets secondaires pouvaient 

inclure des symptômes grippaux, nausées, fatigue, perte de poids, hematotoxicité ainsi 

que des troubles dépressifs [145]. Malgré l’efficacité du traitement, les effets 

secondaires, trop nombreux et lourds, limitaient l’application des IFN de type I dans ce 

genre de pathologie.  
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2.5.4 Interféronopathies 

Cependant, les effets nocifs ne se limitent pas aux traitements anticancéreux, un 

dysfonctionnement de la voie IFN est également relié à des troubles auto-immunitaires. 

Une des interféronopathies classiques est le lupus systémique érythémateux (LES), une 

pathologie caractérisée par la génération d’auto-immunité envers des tissus sains de 

l’organisme, comme la peau, les articulations, les reins, les vaisseaux sanguins o u le 

système nerveux. Les IFN de type I sont à l’épicentre de la maladie. Une étude en 1979 

avait remarqué la protection aux infections virales sur des patients atteints de LES. Des 

analyses sanguines de ces patients avaient révélé un taux très élevé d’IFN de type I ainsi 

qu’une corrélation entre le taux d’IFN et la présence d’anticorps anti -ADN, une des 

caractéristiques de la maladie [146]. Dans le cadre du LES, les IFN de type I seraient 

responsables de la différentiation de DC en cellules présentatrices d’auto-antigènes, 

induisant l’activation de lymphocytes T CD4+ et T CD8+ dirigés contre soi-même [147]. 

La déficience de régulateurs négatifs de la réponse IFN, tels qu’USP18, est également un 

type d’interféronopathie. De manière similaire au lupus érythémateux systémique, les 

patients ayant une variante d’USP18 non fonctionnelle présentent une réponse IFN 

exacerbée, responsable d’une multitude d’effets indésirables. Notamment, les patients 

peuvent expérimenter une inflammation chronique endommageant divers tissus de 

l’organisme comme la matière blanche du cerveau, suite à une sur-activation de la 

microglie [148]. D’autres patients présentent des malformations céphaliques et 

cardiaques dès la naissance, en forme de microcéphalies, calcification cérébrale et 

élargissement des ventricules [149]. 

2.6 L’ampleur des défauts de la réponse IFN dans le cancer 

Les IFN de type I pouvant être un frein à la progression tumorale, la perte de la 

production d’IFN de type I ou de la signalisation IFNAR est souvent observée et pourrait 

être favorable à la progression de la maladie.  

Il a été décrit que la permissivité de diverses lignées de mesothéliome pleural malin 

(MPM) à la réplication du MV est conditionnée par leur incapacité à effectuer une 

réponse IFN de type I robuste [150]. La majorité des lignées sensibles au MV étaient 

incapables de produire des IFN de type I et d’exprimer des ISG, ce qui semble indiquer 

la présence de défauts de la réponse IFN en amont d’IFNAR. Le plus souvent ces défauts 
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de production d’IFN I étaient dus à la proximité des gènes des IFN de type I avec le gène 

suppresseur de tumeur CDKN2A. Le locus CDKN2A est très souvent délété lors de la 

progression tumorale de plusieurs types de cancer. La perte des gènes des IFN de type I 

est un dommage collatéral de la délétion du gène CDKN2A qui peut s’étendre jusqu’au 

gène IFN I. Cependant la perte de gènes IFN de type I ne s’accompagne pas d’une perte 

de la signalisation IFNAR ce qui  permet aux cellules tumorales de rester sensibles aux  

IFN de type I produits par les cellules saines [151].  

Un autre type de défaut de réponse IFN de type I observé dans l’étude de la sensibilité 

de lignées de mésothéliome au MV était situé en aval d’IFNAR (Achard, oncotarget, 

2015). En effet, ces lignées produisaient des IFN de type I en réponse au MV, mais 

étaient tout de même permissives à la réplication virale. Ce type de défaut de la réponse 

IFN de type I dans les cellules tumorales a aussi été décrite comme  favorisant l’activité 

oncolytique du VSV (Stojdl et al., 2000). Ce type d’inactivation de la signalisation IFNAR 

est peu souvent dû à des mutations des gènes IFNAR1 et IFNAR2, puisque lorsqu’on 

analyse les données du TCGA sur 10.953 patients répertoriés, tous types de cancer 

confondus, on ne trouve que respectivement 111 et 107 patients avec des mutations 

des gènes IFNAR1 et IFNAR2 ce qui représente environ 1%. Ces défauts de signalisation 

sont plus souvent dus à la perte d’éléments impliqués dans la signalisation d’IFNAR suite 

à son activation. Certaines lignées tumorales exhibent la perte d’expression d’éléments 

d’ISGF3, notamment les protéines STAT1 et STAT2, impactant l’induction d’expression 

d’ISG par les IFN de type I, et des activités antivirales qui en dérivent [153,154].  
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3 Les anticorps comme outils de ciblage 

La plupart des molécules thérapeutiques chimiques exercent leur action de manière 

systématique, étant incapable de reconnaître des types cellulaires spécifiques. Afin de 

surmonter cette limitation, de nouvelles approches thérapeutiques se sont inspirées de 

molécules biologiques tels que les anticorps. Ces immunoglobulines sont capables de 

reconnaître un épitope particulier et de se fixer à sa cible. La capacité de ciblage des 

anticorps les rend donc des outils thérapeutiques inestimables pour : diriger une action 

immunitaire ciblée, moduler une voie de signalisation particulière ou vectoriser l’action 

d’une molécule associée à l’anticorps.  

3.1 La structure des anticorps 

Les anticorps, aussi connus sous le nom d’immunoglobulines, sont un groupe de 

glycoprotéines impliquées dans la reconnaissance d’antigènes dans la réponse 

immunitaire adaptative. Ces molécules peuvent être sécrétées sous forme soluble par 

les lymphocytes B, ainsi qu’être exprimées à la surface de ces cellules B.  Nous trouvons 

chez l’homme cinq isotypes principaux sous lesquels les anticorps sont classifiés et 

présentant des structures et fonctions bien définies : IgM, IgG, IgD, IgA et IgE.  

De manière générale, leur structure est caractérisée par une forme en Y constituée par 

deux chaînes légères et deux chaînes lourdes symétriques. On y retrouve divers 

fragments dans leur structure : un fragment cristallisable (Fc), capable d’interagir avec 

les récepteurs Fc présents sur des cellules immunitaires, et deux fragments de fixation 

à l’antigène (Fab). Chaque domaine est à son tour, formé par environs 110 acides -

aminés, selon le type, organisés sous une conformation de feuillets β antiparallèles 

formant une structure bien définie, sous le nom de « immunoglobuline fold » [155,156].  

Chaque région Fab est constituée par deux domaines de la chaîne lourde, CH1 et VH, et 

deux domaines de chaîne légère, VL et CL. Chaque domaine variable, VL ou VH, présente 

trois boucles correspondant aux régions variables, capables d’interagir avec l’épitope de 

la cible de l’anticorps. Ces structures sont connues comme régions déterminantes de 

complémentarité (CDR).  

Quant à la région Fc de l’anticorps, elle est chargée des fonctions effectrices de 

l’anticorps. Selon l’isotype, cette région est formée par deux ou trois domaines CH. Le 
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profil de glycosylation du domaine CH2 a une importance majeure dans la fonction de 

l’anticorps, modulant l’affinité à différents récepteurs Fc et activant donc diverses 

populations immunitaires, pouvant induire l’ADCC [144,156]. La région Fc est aussi 

impliquée dans l’activation du complément, à travers la fixation de protéines du 

complément comme C3 ou C1q [157,158]. 

Cependant, mis à part les anticorps classiques, d’autres formats ont été conçus afin de 

répondre à des besoins thérapeutiques particuliers : des propriétés pharmacocinétiques 

améliorées, la capacité de reconnaître plusieurs cibles ou la vectorisation de molécules 

thérapeutiques et de diagnostic. Certains de ces formats incluent les VHH, ou anticorps 

à domaine simple ; les anticorps bispécifiques, capables de reconnaître deux cibles 

différentes à travers la fusion de deux Fab distincts ; ou les scFv, des anticorps formés 

par la région variable (Fv) d’une chaîne lourde et d’une chaîne légère (Figure 12).

Figure 12 Formats de différents anticorps trouvés actuellement. La plupart des anticorps comme les mAbs, certains 

bsAb ou les hcAb présentent des fragments variables (Fv) et cristallisables (Fc), pouvant reconnaitre une cible et activer 

la réponse immunitaire et le complément.  Cependant, d’autres anticorps de petite taille ont été conçus afin de 

solutionner des limitations de biodistribution, des anticorps « complets ». Les VHH, les scFv sont dépourvus de leur 

capacité d’interagir avec les récepteurs Fc, et représentent des formidables outils de ciblage. 
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3.2 Les anticorps bispécifiques

La grande majorité des anticorps naturels ne peuvent reconnaître qu’un épitope 

particulier. Les anticorps bispécifiques sont une exception à la règle et peuvent 

reconnaître plusieurs antigènes à la fois.  

Le concept d’un anticorps capable de reconnaître deux épitopes différents n’est pas 

nouveau. En 1960, Nisonoff et al. arrivent à dissocier des fragments de chaîne légère 

d’anticorps de lapin et à les réassocier par réoxydation des ponts disulfures, formant des 

anticorps contenant deux régions variables reconnaissant deux épitopes différents [159]. 

Les années suivantes beaucoup d’efforts furent mis sur le développement d’anticorps 

bispécifiques (bsAb) à travers des techniques plus sophistiquées [160,161]. Ce ne fût 

qu’en 1999 que les travaux de Schuurman et ses collaborateurs ont mis en évidence 

l’existence d’anticorps bispécifiques naturels en forme d’IgG4 [162] (Figure 13). 

Un des exemples principaux des bsAb artificiels sont les BiTE (« Bispecific T-cell 

Engager »), pouvant rediriger l’activité de lymphocytes T CD3+ vers une autre cellule 

exprimant un marqueur tumoral spécifique. Par exemple, le Blinatumomab est un 

Figure 13 Historique du développement des anticorps bispécifiques. L’intérêt pour les bsAb n’est pas nouveau, depuis 

la conception du premier bsAb en 1964 jusqu’au Emicizumab approuvé en 2018 par la FDA, la conception d’un 

anticorps capable de cibler deux antigènes différents 
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anticorps anti-CD3/anti-CD19 diregeant des CTL contre les cellules exprimant la protéine 

CD19, un marqueur tumoral commun dans divers types de lymphomes [163–165]. 

3.3 Les nanobodies 

La taille élevée des anticorps conventionnels a un impact sur leurs propriétés 

pharmacocinétiques, affectant la biodistribution de ces molécules dans l’organisme 

[166]. Une alternative de petite taille aux mAb se présente sous la forme de « single 

variable domain on heavy chain (VHH) antibodies », aussi connus sous le nom de 

nanobodies".  

Contrairement aux anticorps classiques, constitués par deux chaînes lourdes et deux 

chaînes légères, des anticorps formés uniquement par deux chaînes lourdes ont étés 

découverts dans des camélidés, les HcAb [167]. Ces IgG d’environs 95 kDa sont 

totalement fonctionnels et peuvent se fixer à leur cible avec une haute affinité, malgré 

l’absence de chaîne L (VL) et de domaine CH1 dans la chaîne H [168]. Les nanobodies 

sont des anticorps de domaine simple, conçus à partir des domaines variables des HcAb. 

Leur petite taille d’environ 12-15 kDa leur apporte une grande capacité de pénétration 

dans des tissus peu irrigués ou peu perméables, comme dans certaines tumeurs, tout 

en gardant tout leur potentiel de ciblage [168,169]. Cependant, cette petite taille peut 

également favoriser leur élimination de la circulation sanguine à travers l’excrétion 

rénale, ce qui limite leur utilisation à des applications de courte durée. Ceci peut être 

mitigé par l’utilisation de linker dit « PASylée ».  Ce linker est caractérisé par une taille 

de 300 acides aminés en forme de répétitions hydrophiliques de proline, alanine et 

serine (PAS). Ceci accorde à la molécule une augmentation du volume apparent, 

ralentissant son élimination de l’organisme, et donc sa durée d’action [170]. 
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3.3.1 La structure des nanobodies

Les nanobodies sont principalement 

composés de trois régions hypervariables 

(HV) en forme de boucles H, et d’un 

squelette conservé (Fv) constitué de 9 

feuillets β. Afin d’interagir avec leur 

épitope, les boucles H1, H2, H3 forment 

une surface de contact, constituant les 

trois CDR (Figure 14). 

A la différence de la région Fv des 

anticorps conventionnels, dans les VHH 

les acides-aminés responsables 

d’interagir avec les chaînes légères (VL) 

sont substitués avec des acides-aminés 

hydrophiles en positions 49 et 50 permettant la solubilisation de l’anticorps en l’absence 

de VL [168,171,172].

Du fait que les VHH n’ont pas les 3 CDR supplémentaires provenant de la chaîne légère, 

les boucles H se trouvent rallongées afin d’augmenter la surface de contact avec 

l’épitope et ainsi maintenir une haute affinité avec leurs cibles [168,171,172]. 

Finalement, le fait que les VHH soient constitués uniquement de domaine V les privent 

de régions Fc. L’absence de région Fc capable d’interagir avec les récepteurs Fc de 

cellules immunitaires est responsable de la faible immunogenicité des nanobodies, ce 

qui restreint leur utilité à la détection et la fixation d’antigènes.

3.3.2 Application en thérapie

Après leur découverte, les nanobodies sont rapidement devenus des outils 

extrêmement attirants pour le diagnostic et la thérapie antitumorale. Leur capacité de 

perméabilisation, leur solubilité et leur stabilité ont attiré l’attention dans le domaine 

des thérapies cherchant à cibler les cellules tumorales afin de neutraliser des voies de 

signalisation, de vectoriser des molécules thérapeutiques ou comme outil d’imagerie.

Figure 14 Structure d’un VHH classique.  9 feuilles β

constituent le corps du nanobody, et les trois boucles des 

CDR1, CDR2 et CDR3 constituent le site de fixation à 

l’antigène. 
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Une des cibles qui a suscité l’intérêt des nanobodies comme outil de ciblage, est le 

récepteur EFGR. Ce récepteur est impliqué dans de nombreux types de cancer hormono-

dépendant. Plusieurs études ont employé des VHH ciblant ce récepteur dans des 

modèles de souris portant des carcinomes A431, démontrant une baisse de la 

prolifération tumorales suite au traitement [173–176].  Une autre cible extracellulaire 

visée par ce genre d’approche est la protéine c-Met. La neutralisation de cette protéine 

impliquée dans la détection du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) permet 

dans des expériences in vitro de réduire la migration cellulaire ainsi que l’ostéogénèse, 

pouvant être utile dans le traitement contre le myélome multiple [177]. 

Les nanobodies peuvent être aussi conjugués à un grand panel de molécules à but 

thérapeutique, tels que des nanoparticules, des radionucléides, des lipoprotéines, des 

antigènes immunostimulants, des endotoxines ou même des fragments Fc capables 

d’induire l’ADCC. Leur petite taille permet de mieux infiltrer la tumeur et de limiter les 

effets non-spécifiques sur d’autres tissus [176,178,179].  

Une autre application des nanobodies sous forme de vecteurs, est l’utilisation dans 

l’imagerie diagnostique dans le cancer.  Les VHH peuvent être utilisés dans l’imagerie 

nucléaire, optique ou par ultrasons selon le type de molécule à laquelle ils se trouvent 

conjugués. Par exemple, la conjugaison de nanobody à des radionucléides comme 177Lu 

ou 99mTc  permet la détection des masses tumorales à travers le ciblage de marqueurs 

tumoraux EGFR et HER2 [180,181]. 

3.4 Les immunocytokines 

Les activités antitumorales des cytokines en font des outils thérapeutiques prometteurs 

dans le traitement contre le cancer. Cependant, la toxicité attribuée à l’utilisation de ces 

substances oblige un dosage restreint.  

Une option pour améliorer l’efficacité des cytokines serait la vectorisation de la charge 

thérapeutique à travers la conjugaison de la cytokine à un anticorps ciblant la lésion 

néoplasique. Dès les années 1990, les premières immunocytokines apparurent, liant la 

cytokine IL-2 à divers anticorps de ciblage contre des marqueurs cellulaires immunitaires 

et tumoraux [182–184]. La vectorisation de l’activité d’IL-2 présente des effets 
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thérapeutiques par la perméabilisation de la vascularisation tumorale, la réduction de 

métastases ou encore l’activation de cellules immunitaires effectrices. 

Ce genre de protéines recombinantes peut avoir plusieurs formats, conjuguant la 

cytokine à une immunoglobuline intégrale ou à des fragments d’anticorps comme les 

VHH ou les scFv (Figure 15).

Figure 15 Les immunoocytokines naissent du concept de conjuguer une cytokine pro-inflammatoire à une fraction 

anticorps ciblant le stroma de la tumeur. A) Les immunocytokines peuvent utiliser des immunoglobulines intégrales 

comme des IgG ou B) des fragments d’anticorps en forme de scFv ou dscFv.

Les « AcTaférons » sont un nouveau type d’immunocytokines, capables d’activer la 

signalisation d’IFNAR spécifiquement sur des populations cellulaires particulières. Ces 

nouvelles molécules sont composées d’un nanobody ciblant un marqueur de surface 

particulier et d’un IFN de type I mutant, de basse affinité pour IFNAR [185]. Leur rôle 

dans la manipulation de la voie IFN de type I est décrit plus en détail en aval.

3.5 Criblage d’anticorps par la technique de phage display

L’utilité des anticorps comme outils de ciblage précis et efficaces ont suscité un grand 

intérêt pour ces molécules dans le domaine de la recherche et de la santé. Afin de 

subvenir à cet intérêt croissant, des techniques de criblage de pointe ont dû être mises

en place afin de faciliter et d’accélérer l’obtention de nouvelles molécules de ciblage

contre un antigène d’intérêt. Une de ces technologies est la technique de phage display,

mise en place par Smith en 1985 [186] et utilisée pour le criblage d’anticorps pour la 

première fois en 1990 [187]. Cette technique est caractérisée par des virus

bactériophages entiers ou « partiels » (phagémides), exprimant à leur surface des 
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molécules de ciblage, comme par exemple des nanobodies (VHH). Ces constructions 

sont à leurs tour capables de détecter et se fixer à un antigène cible, permettant

l’enrichissement des bactériophages codant pour des anticorps d’intérêt.

Un des bactériophages les plus récurrents est le bactériophage M13 (Figure 16). Ce virus 

est caractérisé par une forme filamenteuse et un génome d’ADN simple brin. Son 

matériel génétique code pour 11 protéines, dont la protéine GP3 [188]. C’est à 

l’extrémité N-terminal de la protéine GP3 que, par édition génétique, sont fusionnées 

les séquences des anticorps à cribler [186–188].

Dans le cadre de ce projet, cette technique de criblage fût utilisée pour l’obtention de 

nanobodies ciblant l’IFNAR1 murin. 

Figure 16 Structure du bactériophage M13, utilisé dans les techniques de criblage par phage display. Les molécules 

recombinantes sont fusionnées aux protéines G 3P et exprimées à la surface du phage, permettant la détection de leur 

antigène cible et le criblage des anticorps d’intérêt.
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4 L’immunothérapie oncolytique

4.1 Historique de l’oncolyse virale comme traitement du cancer

Bien que les traitements radiothérapeutiques et chimiothérapeutiques conventionnels 

puissent conduire à une régression de la tumeur primaire, les effets secondaires nocifs 

et le manque d’efficacité envers l’apparition de nouvelles tumeurs secondaires associée 

à ces traitements demandent de nouvelles approches thérapeutiques. 

L’utilisation du système immunitaire semble être une option élégante, utilisant des 

mécanismes de défense de l’organisme pour les rediriger contre la tumeur.  Plusieurs 

approches ont été établies : l’utilisation de mAb ciblant des antigènes tumoraux (ex. 

rituximab), l’utilisation d’anticorps bispécifiques facilitant la synapse immunitaire avec 

la tumeur (ex. catuxomab), la thérapie cellulaire (CAR T-cells, TILs, TCR), les cytokines 

(ex. IL-2, IFN de type I), ou encore, les inhibiteurs du point de contrôle immunitaire (ex. 

anti-CTLA4, anti-PD-1 et anti-PD-L1) [189]. Cependant, une autre stratégie d’activation 

de la réponse immunitaire antitumorale, l’immunothérapie oncolytique, consiste en

l’oncolyse virale. Cette approche se caractérise  par l’utilisation d’agents viraux capables 

d’infecter et de se répliquer dans la cellule tumorale et de la détruire par une action 

lytique et immunogène [190]. 

Figure 17 Résumé de l’historique de l’apparition des thérapies antitumorales utilisant des pathogènes. Commençant 

par l’utilisation de souches bactériennes, la notion d’immunosurveillance et plusieurs tentatives avec divers agents 

viraux.
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La découverte des microorganismes et du système immunitaire déclencha l’intérêt de la 

communauté scientifique pour les interactions entre  les pathogènes et notre immunité. 

Le concept d’exploiter des pathogènes pour traiter d’autres maladies n’est pas récent. 

Depuis plus d’un siècle des chercheurs ont essayé d’utiliser des pathogènes pour traiter 

le cancer [191]. Un des premiers rapports de ces pratiques remonte à la fin du XIXème 

siècle, par le Dr. William Coley au Memorial Hospital de New York. Afin de traiter un 

patient  souffrant d’un sarcome du cou à un stade très avancé, le Dr. Coley  inocula le 

patient avec une souche de Streptococcus erysipelatis directement dans la tumeur, 

provocant sa rémission après de longs épisodes de fièvre [192]. Quelques décennies plus 

tard le docteur Nicola De Pace publia un rapport sur le traitement d’une patiente 

atteinte d’un cancer du col de l’utérus par l’injection d’un virus de la rage atténuée, 

étant un des premiers cas de virothérapie antitumorale. Suite à ce traitement la patiente 

expérimenta une décroissance de la tumeur, même si elle fût atteinte d’une récidive et 

décéda ultérieurement de sa maladie[193]. 

Cependant, due à l’arrivée de nouvelles thérapies antitumorales comme la 

radiothérapie, la virothérapie fût laissée de côté. Il faut attendre les années 1950 pour 

que de nouveaux essais cliniques soient mis en place pour tester l’efficacité de divers 

virus. Malgré l’obtention de résultats modérés mais encourageants, les effets et 

pathologies secondaires attribués aux virus limitèrent l’utilisation de ces thérapies  

[190,191]. 

4.2 Exploitation des propriétés spécifiques aux cellules tumorales par les virus 

oncolytiques 

Pendant la transformation maligne, de nombreuses altérations de la physiologie 

cellulaire et du microenvironnement tumoral sont accumulées. Ceci englobe des 

modifications dans le cycle cellulaire, des altérations métaboliques, des défauts de 

l’apoptose ainsi que la reprogrammation de la réponse immunitaire [194]. Ces 

altérations offrent un environnement favorable à la réplication des virus oncolytiques 

[195] (Figure 18). 

Une des caractéristiques des cellules tumorales est la prolifération exacerbée due à des 

signaux constants de prolifération et la restriction de gènes suppresseurs de tumeurs. 
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Ceci favorise la réplication de certains virus oncolytiques comme les virus à ADN. 

Certaines modifications des virus peuvent être mises en place afin de restreindre le 

tropisme du virus oncolytique aux cellules cancéreuses en division, limitant l’infection 

dans des tissus sains. La protéine thymidine kinase (TK) exprimée lors de la réplication 

cellulaire se trouve souvent surexprimée dans les cellules tumorales en réplication 

[196,197]. Certains virus à ADN codent naturellement pour cette TK, permettant la 

synthèse de nucléotides des cellules infectées à leur insu. En éliminant le gène codant 

pour TK dans les virus oncolytiques, nous pouvons favoriser la réplication virale 

exclusivement dans les cellules avec une activité TK, notamment les cellules tumorales 

[198]. La rétention du facteur de transcription E2F par le biais de pRb est un autre 

mécanisme souvent altéré dans de nombreuses tumeurs. La protéine virale E1A des 

adénovirus peut séquestrer pRb et empêcher son action, déclenchant la réplication 

cellulaire [199,200]. Certains adénovirus oncolytiques ont été modifiés par édition 

génétique, et présentent une délétion de 24 paires de bases (ΔE24) dans le gène E1A, 

neutralisant l’activité de E1A et limitant leur réplication à des cellules qui ont perdu la 

fonction de pRb comme certaines cellules cancéreuses [201]. 

La détection de dommages à l’ADN ainsi qu’une infection virale induisent l’activation de 

la protéine p53 provoquant l’arrêt de la machinerie cellulaire. Si ces dommages ne 

peuvent pas être réparés, l’apoptose sera déclenchée afin de neutraliser la cellule 

aberrante. Dans le cadre d’infection virale, cette apoptose limite la réplication du virus. 

Suite à la pression sélective engendrée par p53, l’activité de celle-ci se trouve souvent 

altérée dans les cellules cancéreuses [202]. Le défaut du déclenchement de l’apoptose 

médiée par p53 peut rendre les cellules plus permissives à la réplication virale. Cette 

permissivité à la réplication virale peut être exploitée à travers la délétion de protéines 

virales inhibitrices de p53, comme la protéine E1B55K dans les adénovirus oncolytiques 

[203]. Sans la protéine E1B55K, le virus se réplique préférentiellement dans les cellules 

tumorales avec une voie p53 inactivée, tandis que sa réplication dans les cellules saines 

sera limitée par l’apoptose. 

Comme il a été évoqué, la réponse IFN de type I, peut également être altérée lors de la 

transformation tumorale. Ceci peut priver les cellules tumorales des nombreuses 

activités antivirales causées par l’expression d’ISG, tels que PKR, capable de détecter 
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l’infection virale et de stopper la machinerie de traduction de protéines [204,205]. De 

nombreux virus neurotropes, comme le HSV, codent pour la protéine ICP35.5, capable 

de neutraliser la PKR et faciliter leur réplication. La délétion d’ICP35.5 est donc une 

stratégie utilisée dans de nombreux virus oncolytiques dérivés du virus de l’herpès 

[206,207].

Figure 18 Exploitation des altérations des cellules cancéreuses par les virus. La transformation maligne provoque le 

dysfonctionnement de nombreux mécanismes cellulaires défavorables à l’infection virale. Ceci permet de créer un 

environnement idéal pour la réplication d’un virus oncolytique, à la différence de la plupart des autres tissus sains. 
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4.3 L’oncolyse virale

L’avantage d’utiliser des virus comme outils thérapeutiques est le grand panel de virus 

mécanistiquement distincts qui peut être employé selon le type d’activité oncolytique 

désirée et le tropisme cellulaire nécessaire. Certains de ces virus incluent : le VSV, le MV, 

divers adénovirus ou encore le HSV [195] (Figure 19).

Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) est un virus enveloppé à ARN simple brin (sb)

négatif de la famille des rhabdovirus. Le matériel génétique du virus code pour 5 

protéines virales : la nucléoprotéine N, chaperonne de l’ARN viral; la protéine 

G, responsable de l’attachement à la membrane cellulaire ; la protéine de matrice M

responsable de la courbure de la membrane virale ; la protéine L, une polymérase 

impliquée dans la réplication de l’ARN virale et la phosphoprotéine P, qui relie la 

protéine L au génome virale. Le VSV a la capacité d’infecter une grande variété de 

cellules, arrêtant la machinerie cellulaire et induisant un intense effet cytopathique de 

12 à 18 heures après l’infection [208,209]. Cependant, l’activité du VSV est 

profondément affectée par l’expression d’ISG comme la PKR [210]. A cause de cela, le 

VSV est un outil extrêmement sensible à l’action des IFN de type I, devenant un outil 

utile dans l’infection spécifique de cellules résistantes aux IFN de type I [152].

Un autre virus avec un potentiel oncolytique est la souche atténuée vaccinale Schwarz 

du virus de la rougeole, « measles virus » (MV), un virus enveloppé à ARNsb négatif de 

la famille Paramyxodoviridae. Ce virus atténué est utilisé dans le vaccin rougeole oreillon 

Figure 19 Exemples de certains virus oncolytiques. Leurs caractéristiques peuvent varier selon le type de génome qu’ils 

contiennent, leur mécanisme d’entrée et donc le tropisme de ces virus.
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rubéole (vaccin ROR) pour vacciner les enfants et présente une activité oncolytique 

spontanée contre plusieurs types de cancer humain. Son génome code pour 8 

protéines : la nucléoprotéine N, la protéine de fusion F, la phosphoprotéine P, la « Large 

protéine » L, la protéine de matrice M, l’hémagglutinine (H), ainsi que des transcriptions 

alternatives du gène P qui donnent les protéines C et V  jouant un rôle de facteur de 

virulence. L’interaction de l’hémagglutinine avec des récepteurs de surface surexprimés 

dans certains cancers, comme le CD46, lui apporte une certaine spécificité tumorale, 

utile dans le cadre de l’oncolyse virale. Cependant, de manière similaire au VSV, le MV 

est un virus sensible à l’action d’ISG suite à l’activation de la réponse antivirale médiée 

par les IFN de type I et son activité oncolytique dépend de défauts de réponse IFN de 

type I dans les cellules tumorales [150,151,211,212].  

L’arrivée des technologies de modification génétique des virus a ouvert la porte à de 

nombreuses opportunités pour solutionner les limitations rencontrées lors de la 

première vague d’essais cliniques, notamment en augmentant le tropisme pour la 

tumeur tout en atténuant l’agressivité des virus. Ces essais inclurent une grande variété 

de virus, en monothérapie ou en combinaison de radiothérapie et/ou chimiothérapie : 

adénovirus, HSV, vaccinia virus, réovirus, NDV [213].  

En 2005 la Chine approuva le premier traitement oncolytique, le H101. Cet adénovirus 

modifié peut uniquement se répliquer dans les cellules déficientes en activité de p53, 

une caractéristique récurrente dans les cellules tumorales. Cependant très peu 

d’informations sur l’utilisation de ce virus en Chine sont disponibles dans la littérature.  

Dix ans plus tard, en 2015, le talimogène laherparepvec (T-Vec)», un nouveau virus 

oncolytique fût approuvé par la FDA dans le traitement du mélanome métastatique. Ce 

virus de l’herpès modifié est caractérisé par la présence du gène codant pour le GM-CSF, 

causant la sécrétion de cette cytokine immuno-stimulatrice par les cellules infectées 

[190,214] (Figure 20).  
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Figure 20 Résumé des principaux OVs testés en essais cliniques pour le traitement de différents types de cancer. Malgré 

la grande quantité de virus testés en clinique, seulement deux virus, le T-Vec et le H101 ont été approuvés par des 

autorités sanitaires dans le monde.

4.3.1 Les virus oncolytiques comme outils de vectorisation

La virothérapie oncolytique est un outil très intéressant pour la vectorisation de 

molécules thérapeutiques. Grâce aux avancées en biologie moléculaire, le génome du 

virus peut être édité en insérant des gènes codants pour des cytokines, anticorps ou 

autres molécules thérapeutiques.

La vectorisation de cytokines permet l’activation de la réponse immunitaire au sein de 

la tumeur infectée par les virus oncolytiques. La cytokine la plus étudiée dans ce 

contexte est le GM-CSF. En effet, la première génération de virus oncolytiques qui est 

arrivé en essai clinique de phase III code pour le GM-CSF tels que le T-Vec ou le pexa-

Vec. Le GM-CSF favorise la présentation d’antigènes notamment en stimulant la 

différentiation et la maturation des cellules dendritiques.  Le T-Vec par exemple est un 

herpesvirus oncolytique qui code pour le GM-CSF et qui a été approuvé pour le 

traitement du mélanome métastatique [214,215]. Un autre exemple de cytokines est

l’introduction du gène ifnb dans le génome du VSV. L’IFN-b protége les tissus sains 

contre la toxicité due au virus dans des modèles où la tumeur était résistante à l’action 

des IFN de type I [216,217]. Les virus oncolytiques peuvent également vectoriser des 

anticorps thérapeutiques pouvant améliorer la réponse immunitaire antitumorale. Par 
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exemple en neutralisant des signaux « don’t eat me » des cellules tumorales à travers 

des anticorps anti-CD47, où par l’inhibition des points de contrôle immunitaire avec des 

anticorps anti-PD1 et anti-PDL1 [218,219]. Ces transgènes ne sont que quelques 

exemples illustrant la capacité de vectorisation des virus oncolytiques. Ils en existent de 

nombreux autres à l’étude [220]. 
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4.4 Mécanisme de l’immunothérapie oncolytique :

Les virus sont des agents infectieux capables d’infecter et de détourner la machinerie de 

réplication des acides nucléiques et de synthèse protéique des cellules permettant sa 

réplication et la perpétuation des cycles infectieux. Malgré le fait que la présence de 

virus dans l’organisme est souvent associée à des pathologies, dans le cadre de 

l’oncolyse virale, ils deviennent des agents destructeurs de tumeurs très prometteurs.

Leurs actions peuvent être divisées en deux grandes phases, d’abord la lyse cellulaire, 

puis l’activation de la réponse immunitaire anti-tumorale par la mort cellulaire 

immunogène (Figure 21).

Figure 21 Mécanisme d’actions généraux impliqués dans l’activité antitumorale des virus oncolytiques. L’activité 

lytique du virus peut causer la mort des cellules tumorales. Cependant, l’induction de la mort cellulaire immunogène 

(ICD) reste indispensable pour la destruction de la tumeur.
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L’effet lytique est causé par les fonctions les plus essentielles du virus : infecter et se 

répliquer. Suite à l’entrée du virus dans la cellule, la réplication et la production massive 

de nouvelles particules virales entraînent la mort cellulaire par l’altération des fonctions 

cellulaires et la lyse de la cellule. Cette lyse cause la libération de virions capables 

d’infecter les cellules tumorales adjacentes et perpétuer l’infection. Elle libère aussi de 

nombreux DAMP, des antigènes de tumeur et des cytokines pro-inflammatoires, 

notamment des IFN de type I.  

Le deuxième élément de l’activité de l’oncolyse virale est la capacité d’impliquer la 

réponse immunitaire dans l’élimination des cellules tumorales. Comme il a été évoqué, 

la capacité d’immunoédition de la tumeur est une problématique majeure dans le 

combat contre le cancer. La libération des cytokines et des DAMP suite à la lyse des 

cellules tumorales attire des acteurs de la réponse immunitaire innée, activant 

notamment des APC. La libération d’IFN de type I par de nombreuses cellules, 

notamment les pDC, et la présentation d’antigènes tumoraux et viraux par des APCS 

comme les DC et macrophages, induisent l’activation de la réponse adaptative 

[211,221,222]. La combinaison de la réponse cytotoxique des lymphocytes T CD8+ et de 

la réponse humorale des lymphocytes B, associée à l’activité de nombreuses autres 

cellules immunitaires (T CD4+, macrophages, cellules NK) est donc capable de détruire 

les cellules tumorales infectées [37,223]. 

Cette activité d’immunomodulation par l’oncolyse virale peut être augmentée par la 

modification génétique des virus, introduisant des éléments favorisant l’induction de la 

réponse immunitaire. Dans la première génération d’OV testés en clinique, le gène 

codant le GM-CSF a été ajouté au génome viral comme dans le cas du T-Vec ou du virus 

pexastimogene devacirepvec (Pexa-Vec) afin de mieux activer les APC et donc la réponse 

immunitaire anti-tumorale. D’autres transgènes avec une activité immuno-stimulatrice 

sont ajoutés dans le génome des OV et sont actuellement à l’étude, comme par exemple 

les gènes qui codent pour l’IL-12 ou l’IL-15 [224].  

Les avancées réalisées lors des dernières décennies ont permis d’obtenir des virus 

oncolytiques plus sûrs et efficaces. Cependant, malgré les résultats encourageants, 

certaines limitations comme une réponse immunitaire antivirale compétente peuvent 

limiter l’efficacité de ces thérapies.  
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4.5 Les IFN de type I, une lame à double tranchant dans l’oncolyse virale  

Comme établi précédemment, les IFN de type I sont essentiels dans la réponse antivirale 

par l’induction de mécanismes moléculaires et cellulaires. Cependant, ce qui est 

fondamental pour la survie de l’individu, peut être un inconvénient dans le cadre de la 

virothérapie antitumorale (Figure 22).  

Le dysfonctionnement du récepteur IFNAR, soit par un dérèglement constitutif ou par 

l’utilisation de molécules thérapeutiques, permet la sensibilisation des cellules 

tumorales à des virus sensibles aux IFN de type I. Des expériences in vitro ont déjà 

démontré que l’utilisation de Ruxolitinib, un inhibiteur de JAK1/2 impliqué dans la 

signalisation IFNAR, sensibilise différents types de cellules tumorales à l’action 

oncolytique de divers virus sensibles à l’action antivirale des IFN de type I [211,225–227]. 

L’inoculation de tumeurs MCA205 IFNAR-/- dans des souris C57BL/6, 

immunocompétentes, démontre également la sensibilité de ces tumeurs, IFNAR-

déficientes, à l’action d’une souche de Vaccinia Virus (VV) oncolytique [228]. 

L’administration intratumorale du virus non seulement causa la disparition de la tumeur 

au site d’injection, mais également dans des tumeurs éloignées non injectées (effet 

abscopal). Ceci démontre également l’immunisation suite au traitement oncolytique et 

l’implication de la réponse immunitaire [228]. Cette implication est confirmée par la 

neutralisation générale du récepteur IFNAR à l’aide d’anticorps neutralisants anti-IFNAR, 

réduisant l’efficacité du traitement oncolytique et soulignant l’importance d’une 

Figure 22 La réponse IFN de type I exerce un rôle ambivalent dans le cadre de l’oncolyse virale. Si la neutralisation de 

la voie IFN dans les cellules tumorales permet la mort cellulaire induite par le virus, une neutralisation générale serait 

nocive pour l’individu, induisant une toxicité exacerbée et potentiellement la mort de l’organisme. 
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réponse IFN de type I compétente dans le reste de l’organisme pour induire la réponse 

immunitaire anti-tumorale.  

En effet, une neutralisation générale d’IFNAR avec le ruxolitinib ou des anticorps dirigés 

contre IFNAR entraînerait des conséquences néfastes pour les patients soumis à de la 

virothérapie antitumorale. En effet, les IFN de type I ont un rôle dans l’induction de la 

réponse immunitaire anti-tumorale et l’inhibition de la signalisation IFNAR sur les 

cellules immunitaires serait délétère pour cette réponse. De plus, les IFN de type I 

protègent les cellules saines de la réplication virale et l’inhibition de la signalisation 

IFNAR sur les cellules saines les rendraient sensibles au virus. Un exemple illustrant cette 

problématique est la haute toxicité induite par les infections virales dans des souris 

IFNAR-/- [229–232]. Ce phénomène fût aussi observé dans des individus avec un 

dysfonctionnement dans la signalisation d’IFNAR après avoir étés vaccinés avec des virus 

atténués [233–235].  

L’utilisation d’inhibiteurs généraux d’IFNAR pour favoriser la réplication du virus dans 

les cellules tumorales conduit donc à une impasse. Il faut donc trouver une stratégie 

pour bloquer la signalisation IFNAR dans les cellules tumorales sans inhiber celle des 

cellules saines pour les protéger et induire une réponse anti-tumorale efficace. (Figure 

22). L’approche développée au cours de ma thèse cherche à répondre à cet enjeu. 
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5 Manipulation de la voie IFN de type I 

Malgré la pléthore d’activités antivirales et immunomodulatrices, ayant une utilité dans 

le cadre d’une infection virale ou d’un processus tumoral, de nombreux effets délétères 

sont causés par les IFN de type I. Ces effets peuvent être en lien avec diverses 

pathologies auto-immunitaires, hématologiques et même neurodégénératives. Les IFN 

de type I peuvent aussi avoir un impact dans des approches thérapeutiques telles que la 

virothérapie antitumorale.  

Une neutralisation spécifique de la voie IFN sur des populations cellulaires particulières 

permettrait de limiter les effets indésirables des IFN, tout en permettant le 

fonctionnement de la réponse immunitaire modulée par les IFN de type I.  

5.1 Historique de la neutralisation des IFN de type I 

Le développement d’outils neutralisant la réponse IFN de type I peut servir à 

comprendre les mécanismes associés à cette réponse ainsi que comme traitement dans 

les maladies caractérisées par une réponse IFN de type I exacerbée. Ces antagonistes 

peuvent être des immunoglobulines ou des molécules synthétiques (Figure 23).   

Grâce aux processus naturels d’immunisation, il est possible d’obtenir chez des souris 

des anticorps réactifs pour une des sous-unités d’IFNAR. Des travaux princeps ont 

permis d’obtenir des anticorps circulants véhiculant du sérum de souris porteuses de 

tumeurs transfectées avec l’IFNAR1 humain. Ces sérums démontraient une capacité à 

neutraliser l’activité antivirale et antiproliférative de l’IFN dans une lignée Daudi 

humaine [236]. Quelques temps plus tard, apparurent les premiers anticorps 

monoclonaux (mAbs) ciblant l’IFNAR1 murin, notamment les clones MAR1. Cette fois-ci, 

l’immunisation fût possible à travers le transfert d’un plasmide codant pour 

l’ectodomaine d’IFNAR1 dans des souris IFNAR1-/-. Suite à cette immunisation, 5 mAb 

furent isolés du sérum des souris, le MAR1-5A3 présentait la meilleure capacité pour 

neutraliser les activités antivirales, antibactériennes et immunostimulantes des IFN de 

type I [237]. Depuis, d’autres mAb ciblant l’IFNAR1 humain ont été obtenus comme 

l’Anifrolumab. 

L’utilisation de mAb anti-IFNAR1 comme MAR1-5A3 ou l’Anifrolumanb peut avoir des 

implications dans la thérapie de maladies auto-immunitaires comme le LES. La 
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neutralisation de la réponse IFN dans des modèles de LES murin provoque un 

ralentissement de la maladie, diminuant le recrutement de la réponse immunitaire dans 

les tissus touchés par le lupus [238,239].

Figure 23 Neutralisation d’IFNAR par des molécules thérapeutiques. Des antagonistes de la signalisation d’IFNAR 

peuvent agir sur la neutralisation du récepteur, comme dans le cas des mAb, ou neutraliser la cascade de signalisation, 

comme le ruxolitinib

Cependant la neutralisation de la voie IFN de type I n’est pas exclusive à l’utilisation de 

mAb ciblant les ectodomaines du récepteur. La neutralisation des kinases associées aux 

domaines cytoplasmiques peut être une stratégie aussi efficace. Le ruxolitinib (Jakavi®) 

est un mimétique de l’ATP, inhibiteur des kinases Janus Jak1 et Jak2 et approuvé dans le 

traitement de la myelofibrose, un type de cancer de la moelle osseuse caractérisé par la 

prolifération anomale de le lignée myéloïde [240]. La signalisation des réponses IFN de 

type I et II étant dépendantes de l’action de Jak1 et Jak2, le ruxol itinib exerce un fort 

impact dans la réponse immunitaire antivirale et antitumorale, sensibilisant les patients 

aux infections virales et bactériennes et induisant une immunosuppression [241,242].
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5.2 Activation de la signalisation IFNAR dans un type cellulaire particulier

Une solution à la problématique antérieure serait le développement de molécules 

thérapeutiques capables de moduler la signalisation IFNAR, soit en l’activant ou en la 

neutralisant, sur un type cellulaire particulier. Nous pourrions imaginer donc une 

stratégie thérapeutique permettant l’activation spécifique des cellules immunitaires 

responsables de l’immunité antivirale ou antitumorale tout en neutralisant la 

signalisation IFNAR dans les cellules cancéreuses, permettant aux OV de les lyser 

spécifiquement, sans atteindre les tissus sains. 

Pour cela, nous avons conçu des molécules bispécifiques formées par deux fractions :

une fraction ciblant IFNAR capable de se fixer avec une basse affinité à ce récepteur et 

de l’activer ou le neutraliser (Figure 24A) et une fraction de ciblage, sous forme de 

nanobody, capable de se fixer avec une haute affinité à un marqueur cellulaire 

particulier. Cette molécule bispécifique exercerait une activité activatrice ou inhibitrice

d’IFNAR uniquement sur les cellules exprimant le marqueur cellulaire reconnu par la 

Figure 24 Fonctionnement de notre stratégie de ciblage. Les molécules bispécifiques conçues pour la modulation 

cellule-spécifique d’IFNAR permet la fixation du ligand de basse affinité par un phénomène d’avidité. La fixation du 

VHH de haute affinité à sa cible permet l’ancrage de la molécule bispécifique à la surface de la cellule ciblée. Ceci 

facilite l’interaction du ligand à IFNAR, permettant leur interaction uniquement dans les cellules exprimant un 

marqueur cellulaire déterminé.

A
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fraction de ciblage. Suite à la fixation du VHH de haute affinité à l’antigène ciblé, la 

molécule est ancrée à la surface de la cellule facilitant l’accès à de nombreuses sous-

unités IFNAR1 (phénomène d’avidité), stabilisant leurs interactions avec le ligand de 

basse affinité et permettant l’inhibition d’IFNAR (Figure 24B).  

La conjugaison d’un VHH de haute affinité et d’un IFN-a2 mutant de basse affinité 

permet la création d’agonistes ciblés connus comme AcTaFeron (« Activity-on-Target 

cytokines »), activant la signalisation IFNAR uniquement dans des types cellulaires 

particuliers (Figure 25). L’équipe du Dr Uzé a créé un type de ces molécules, composé 

par un VHH anti-leptine, un linker PASylée et un IFNα-2 mutant, incapable de se fixer à 

IFNAR dû à sa basse affinité. Ce type de molécule possède une EC50 1000 fois plus élevée 

pour induire la signalisation IFNAR sur des cellules HL116 exprimant le récepteur de 

leptine mLR10, en comparaison des cellules HL116 WT [243]. Ce potentiel de ciblage est 

dépendant de l’affinité du VHH de ciblage pour sa cible et de l’affinité de l’IFN-a2 mutant 

pour IFNAR. 

L’activation spécifique de la voie IFN peut-être une stratégie très avantageuse dans 

l’immunothérapie antitumorale. L’utilisation des IFN de type I était une approche 

intéressante dans le traitement de certains cancers comme le mélanome. Cependant, 

ce genre de traitement présente de nombreux effets secondaires systémiques ce qui 

limite leur utilisation. Le ciblage de la signalisation IFNAR directement dans les cellules 

immunitaires pertinentes, comme les DC, permet de les activer afin d’initier une réponse 

immunitaire antitumorale [244]. La combinaison avec d’autres stratégies 

immunothérapeutiques comme des inhibiteurs du point de contrôle ou l’administration 

Figure 25 Structure des AcTaferons. Ces agonistes ciblés d’IFNAR sont constitués par un IFN de type I mutant, de faible 

affinité pour le récepteur, et d’un nanobody (VHH) de haute affinité reconnaissant un marqueur de surface exprimé 

sur les cellules que nous voulons cibler. 
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de TNFα, améliore cet effet, induisant une régression tumorale totale est l’immunisation 

de la souris contre l’implantation de nouvelles tumeurs [244](Figure 26).

Figure 26 Induction de la réponse antitumorale par l’action spécifique des IFN de type I sur les DC. Les AcTaferons sont 

capables de délivrer une activité IFN de type I spécifiquement dans des cellules CLEC9A+ in vivo. L’activation de DC

CLEC9A+ induit la présentation d’antigènes tumoraux aux autres cellules immunitaires effectrices. Ceci à son tour 

provoque la destruction de la tumeur.

5.3 Inhibition de la signalisation d’IFNAR dans un type cellulaire particulier

Suite à la validation de cette approche de ciblage, dans le cadre de l’activation d’IFNAR, 

l’étape suivante était de réaliser l’action inverse, neutraliser la signalisation IFNAR sur 

un type cellulaire particulier, en utilisant la même stratégie de ciblage. Cela fut l’objectif 

de ma thèse.
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6 Objectifs 

Comme évoqué, la réponse IFN de type I joue un rôle ambivalent dans le contexte de 

l’oncolyse virale. Elle limite la toxicité induite par le virus oncolytique dans les tissus sains, 

mais elle limite souvent  aussi sa réplication dans les cellules tumorales. Les IFN de type 

I sont également étroitement impliqués dans la réponse immunitaire antitumorale. Lors 

de l’utilisation de virus oncolytique, la stratégie idéale serait alors de bloquer la 

signalisation IFNAR seulement dans les cellules tumorales, tout en préservant cette 

signalisation dans les tissus sains. L’objectif principal de ma thèse était de mettre en 

œuvre cette stratégie. 

Mon projet était divisé en deux parties. La première partie avait pour objectif de faire  

la preuve de concept que la signalisation IFNAR peut être bloquée sur un type cellulaire 

particulier in vivo grâce à des conjugués de nanobody. La deuxième partie avait pour 

objectif d’appliquer cette nouvelle stratégie de neutralisation ciblée pour bloquer 

l’IFNAR des cellules tumorales dans le contexte de l’oncolyse virale par le VSV. Dans 

cette deuxième partie,  j’ai aussi validé cette stratégie à l’aide d’un modèle expérimental 

in vivo de tumeurs IFNAR1KO. 

1. L’objectif de la première partie de ma thèse était d’obtenir des molécules 

recombinantes capables de neutraliser la signalisation IFNAR de manière cellule-

spécifique. Nous avons utilisé une stratégie similaire à celle de l’IFN-a2 ciblé (Garcin, 

Cawels). Des lamas ont été immunisés afin d’obtenir ensuite par phage display des 

nanobodies de basse affinité dirigée contre IFNAR1 (Figure 27A). Plusieurs candidats de 

basse affinité furent fusionnés à des nanobodies anti-CD20 murin de haute affinité à 

l’aide d’un linker PASylé afin d’augmenter la taille de l’antagoniste et sa biodisponibilité 

(Figure 27B). Lors de ma thèse, j’ai étudié in vitro et in vivo le potentiel de ciblage de ces 

molécules afin d’inhiber la signalisation IFNAR un iquement sur les lymphocytes B. Cette 

stratégie de neutralisation a été également confirmée sur un second type cellulaire, les 

DC CD8+ CD11c+ Clec9a+, où la signalisation IFNAR pouvait être spécifiquement bloquée 

in vitro et in vivo.  
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2. Dans la seconde partie de ma thèse, j’ai voulu déterminer si ce nouveau type 

d’antagoniste d’IFNAR peut cibler les cellules tumorales, afin de réduire leur défense 

antivirale et ainsi augmenter la réplication et donc l’activité oncolytique du VSV. Nous 

avons donc fusionné le nanobody de basse affinité spécifique d’IFNAR1 avec un 

nanobody de haute affinité reconnaissant le hCD20 à l’aide d’un linker PASylé (Figure 

28). J’ai ensuite testé in vitro le potentiel de ciblage de ces molécules sur des lignées 

tumorales murines exprimant ou non le hCD20 humain (mésothéliome AK7 et 

mélanome B16). J’ai testé en particulier la capacité de l’antagoniste à sensibiliser 

seulement les cellules tumorales hCD20+ à la lyse par le VSV. J’ai ensuite déterminé in 

vivo si cet antagoniste pouvait être utilisé pour augmenter la réplication du VSV dans la

tumeur et son efficacité oncolytique dans le modèle de mésothéliome AK7 hCD20+ dans 

les souris C57BL/6. Après l’injection intrapéritonéale de cellules AK7 dans des souris 

C57BL/6, les cellules tumorales colonisent l’omentum pour former une tumeur solide de 

grande taille, ainsi que de nombreux nodules dans divers tissus connectifs, notamment 

sur le mésentère. En parallèle de cette étude, j’ai étudié si l’inactivation d’IFNAR1 par la 

Figure 27 Obtention de VHH anti-IFNAR1. A travers la technique de phage display, nous avons criblé et obtenu un 

panel de nanobodies (VHH) anti-IFNAR1, utilisées et recombinées pour la stratégie de modulation de la voie IFN 

présentée dans ce projet.
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technique CRISPR-cas9 rendait les tumeurs intrapérintonéales AK7 sensibles à l’activité 

oncolytique du VSV in vitro et in vivo. 

Figure 28 De manière similaire aux agoniste ciblés, les antagonistes ciblés d’IFNAR sont constitués par une fraction de 

ciblage sous forme de VHH de haute affinité pour un marquer cellulaire spécifique, une fraction sous forme de VHH de 

basse affinité pour IFNAR et un linker reliant les fractions.
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Abstract 

Type I Interferons (IFN I) are a group of cytokines with pleiotropic activities 

involved in the antiviral and antitumor immune responses. However, their antiviral 

activity can act as a double-edged sword in the context of antitumor virotherapy, 

since they can reduce oncolytic virus replication in tumor cells by inducing 

expression of interferon stimulated genes with antiviral function. In order to 

specifically neutralize the IFN-a/-b receptor (IFNAR) on a particular cell type, 

novel targeted IFNAR1 antagonists were created under the form of recombinant 

molecules that are composed of a high affinity nanobody targeting a cell-specific 

cell marker conjugated to a low affinity blocking nanobody targeting IFNAR1. We 

first show in vitro and in vivo that such an antagonist targeting the murine CD20 

is able to inhibit IFNAR signaling only in B cells among splenocytes. We then 

assessed if this antagonist targeted toward the human CD20 (hCD20) is able to 

improve oncolytic activity of the vesicular stomatitis virus against murine hCD20+ 

tumor cell lines. We showed in vitro that the antagonist is able to block IFNAR 

signaling and induce VSV oncolytic activity against IFN-a11-treated AK7 

mesothelioma or B16 melanoma cells only if they express hCD20. In vivo, we 

show that the antagonist enhances VSV replication in hCD20+ AK7 

mesothelioma tumor and modestly increases mice survival compared to animals 

treated only with VSV. Altogether our results show that it is possible to block 

IFNAR signaling with a targeted IFNAR1 nanobody. 
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Introduction 

The type I interferon (IFN I) response allows infected cells to report via 

IFN-a and IFN-b secretion the presence of viruses to neighbouring cells and to 

the immune system (Schneider et al., 2014). Infected cells are able to detect viral 

genomes in their cytoplasm and produce IFN I in response via the stimulator of 

interferon genes protein (STING) pathway for DNA viruses and the mitochondrial 

antiviral-signaling protein (MAVS) pathway for RNA viruses. The interferon-

alpha/-beta receptor (IFNAR), composed of the subunits IFNAR1 and IFNAR2, 

allows cells exposed to IFN I to express hundreds of IFN-stimulated genes (ISGs) 

that induce a state of antiviral resistance. Many ISGs act directly by blocking the 

different stages of the viral cycle, from the entry of the virus, through the inhibition 

of its replication, to the release of its progeny by the infected cell. The IFN I also 

play a crucial role in the induction and the regulation of the antiviral adaptive 

immune response, notably by favouring antigen cross-priming by dendritic cells 

(Crouse et al., 2015; Schiavoni et al., 2013). 

Oncolytic immunotherapy is a therapeutic approach based on oncolytic 

viruses (OVs) (Kaufman et al., 2015). OVs are non-pathogenic replicative viruses 

that preferentially replicate in and kill tumor cells without harming healthy cells. 

Furthermore, replication of OVs in tumor cells leads to immunogenic cell death 

that can induce the infiltration of tumors and reinforces the antitumor immune 

response, notably through the induction of the IFN I response (Achard et al., 

2018). 

Some OV such as attenuated strains of measles virus (MV) or vesicular 

stomatitis virus (VSV) are sensitive to antiviral properties of IFNAR signaling 

(Achard et al., 2015; Delaunay et al., 2020; Kurokawa et al., 2018; Stojdl et al., 
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2000a). In tumor cells with defects of IFNAR signaling, IFN I are not able to block 

OV replication (Stojdl et al., 2000a), whereas in tumor cells without defect of 

IFNAR signaling, IFN I may limit viral replication and thus oncolytic activity 

(Achard et al., 2015; Delaunay et al., 2020; Fend et al., 2017). Furthermore, IFN 

I response is often activated in tumors, as reported by a recent analysis of 31 

cancers via The Cancer Genome Atlas (TCGA) database by Liu H et al that 

analysed the intensity of an IFN I signature based on the expression of 38 ISGs 

(Liu et al., 2019). This constitutive IFN I response found in some tumors have 

been shown to limit oncolytic efficacy (Kurokawa et al., 2018).  

Thus, IFN I response is a double-edged sword for oncolytic 

immunotherapy. On one hand, the induction of IFN I response by OV inflames 

the tumor environment and participated in the induction of an adaptive antitumor 

immune response. Furthermore IFN I protect healthy tissue from viral replication. 

On the other hand, a pre-existing or an OV-induced IFN I response may quickly 

shut down the replication and spreading of OV inside tumors. Therefore, it would 

be interesting to design a strategy to transiently block IFNAR signaling and thus 

ISG expression only in tumor cells while treating by OV. This strategy would 

enhance viral replication in tumor cells, while preserving positive effects of IFN I 

on the protection of healthy tissue and the induction of the antitumor immune 

response. 

Recently, we reported a strategy to induce IFNAR signaling only in a 

particular cell type (Garcin et al., 2014). This strategy consists in a mutated IFN-

a2 with a lower affinity to IFNAR compared to natural IFN-a2. This mutated IFN-

a2 is then conjugated to a single variable domain on a heavy chain antibodies 

(VHHs), also known as nanobody that recognizes specifically a marker 
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expressed by the targeted cell type. Using a mutated IFN-a2 conjugated to a 

nanobody that recognize Clec9a, we showed that this targeted agonist  induces 

in vitro and in vivo IFNAR signaling only in CD8+ CD11c+ dendritic cells that also 

express Clec9a (Cauwels et al., 2018). In the present study, we used a similar 

strategy to target the binding of a neutralizing nanobody and block IFNAR 

signaling in particular cell types. Thus, we designed a cell-targeted IFNAR1 

antagonist under the form of a conjugate of two nanobodies. The first nanobody 

recognizes a specific cell surface marker and the second inhibits IFNAR signaling 

only if the first nanobody is bound. We first show, in vivo, with a murine CD20 

(mCD20) targeted IFNAR1 antagonist, that our strategy is able to block IFNAR 

signaling, after IFN I intravenous injection, only in mCD20+ splenocytes B. We 

then show that a tumor cell-targeted IFNAR antagonist can be used to enhance 

modestly VSV replication and oncolytic activity in the orthotopic AK7 peritoneal 

mesothelioma mouse model.  
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Results 

Designing cell-targeted IFNAR1 antagonists 

The first step of the project was to obtain recombinant IFNAR1 antagonist 

nanobodies capable of neutralising the IFNAR1 signaling with low affinity. Lamas 

were immunized against the murine IFNAR1 protein to obtain a library of 61 VHH 

candidates with 20 different CDR3 region groups, of which 10 were deemed 

neutralizing (Figure 1A). Four IFNAR1 neutralizing VHH candidates were then 

fused, through a 20X GGS linker, with a second VHH that targets with high affinity 

the mouse CD20 (mCD20) or the human CD20 (hCD20) surface markers 

(Cauwels et al., 2017). The capacity of the four mCD20-targeted IFNAR1 

antagonists to block STAT1 phosphorylation and thus IFNAR signaling 

specifically in CD19+CD20+ B cells was measured in vitro on splenocytes 

exposed to IFN I (Figure 1B-D). CD19 was used to discriminate B cells since 

CD20 is masked by the antagonist. This allowed us to obtain two targeted 

antagonists with a high targeting potential: candidate-3 and candidate-4 with an 

IC50 1447 and 3444 fold smaller on mCD20+ cells than on mCD20- cells, 

respectively. For the rest of the study, we used the mCD20- and hCD20-targeted 

IFNAR1 antagonists obtained with candidate-3, since this nanobody has a lower 

IC50 (0,06 nM) than the candidate-4 (0,34 nM) on targeted cells. For further 

studies, the 20X GGS linker of this construct was replaced with a 300 amino acids 

PASyled linker in order to increase the in vivo half-life when injected into mice 

(Schlapschy et al. 2013) 
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The mCD20-targeted IFNAR1 antagonist is able to neutralize the IFNAR 

signaling only in B cells in vivo 

After obtaining a functional B cell-targeted IFNAR1 antagonist in vitro, we 

sought to test its capabilities in vivo. We co-injected intravenously a natural mix 

of IFN I five minutes after the mCD20-targeted IFNAR1 antagonist to inhibit 

IFNAR signaling only in murine CD19+CD20+ B cells (Figure 2A). We then 

measured on collected splenocytes the expression of ISG54 and PD-L1 by flow 

cytometry. Both are interferon-stimulated gene (ISG) and are thus good 

indicators of IFNAR signaling (Figure 2B and 2C). Results showed that CD19+ B 

cells representing 35% of total splenocytes were not able to express PD-L1 and 

ISG54 when receiving IFN I and the mCD20-targeted IFNAR1 antagonist, 

whereas all CD19- splenocytes express these two ISGs at a level similar to what 

is observed in the IFN I-treated control mice. The mCD20-targeted IFNAR1 

antagonist is able to totally inhibit IFNAR1 signaling in B cells in vivo.  

We then confirmed that our approach can be used to target other cell 

subsets such as Clec9A+ dendritic cells (DC) (Supplemental Figure 1). Clec9A+ 

DC can be discriminated among the splenocytes by the co-expression of CD8 

and CD11c. We showed in vivo after IFN I injection that a Clec9A-targeted 

IFNAR1 antagonist is able to block IFNAR signaling only in CD8+CD11c+ DC 

among splenocytes. 

 

The hCD20-targeted IFNAR1 antagonist is able to neutralize IFN I signaling in 

hCD20+ mouse tumor cell lines 

Having validated the targeting potential of the IFNAR1 antagonists on 

different mouse splenocyte subsets, we sought to test this IFN I neutralization 
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approach on murine tumor cell lines. Our strategy relies on the successful 

recognition of a tumor antigen in order to specifically neutralize IFN I activity on 

tumor cells while sparing IFNAR from healthy tissues. We chose to target a 

surface marker of human origin removing the possibility for the targeting moiety 

to bind to mouse cells in vivo. Thus, we engineered a recombinant IFNAR1 

antagonist that binds to the human CD20 protein (hCD20). The mesothelioma 

AK7 and melanoma B16 cell lines were transfected with a plasmid encoding the 

hCD20. They both expressed strongly this marker (Supplemental Figure 2).  

 The next step was to assess whether the hCD20-targeted IFNAR 

antagonist is able to neutralize the activity of IFN I in the two hCD20+ cancer cell 

lines (Figure 3). The hCD20-targeted IFNAR1 antagonist was able in a dose-

dependent manner to neutralize the expression of ISG54 and PD-L1 specifically 

on the hCD20 expressing AK7 and B16 cancer cell lines with an IC50 inferior to 1 

nM. In comparison, this neutralization was not observed in the non-hCD20 AK7 

and B16 control cell lines.  

 

The hCD20-targeted IFNAR1 antagonist is able in vitro to neutralize the antiviral 

effects of IFN I specifically on hCD20 expressing cells 

One of the main concerns for effective cancer virotherapy is the possible 

sensibility of tumor cells to the antiviral effects of IFN I that reduces viral 

replication and oncolytic activity. Thus, we wanted to determine if the hCD20-

targeted IFNAR antagonist was able to block IFNAR signaling only on hCD20 

expressing tumor cells to restore the oncolytic activity. As an OV, we used VSV, 

a rhabdovirus that harbors an extremely low toxicity in IFN-competent 

experimental models (Trottier et al., 2005; Westcott et al., 2015).   
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While IFN-α11-treated control cells were completely protected from the 

oncolytic activity of VSV, the hCD20-targeted IFNAR antagonist was able to 

specifically neutralize the antiviral properties of IFN I only in hCD20 expressing 

tumor cells (Figure 4). Indeed, hCD20-expressing B16 or AK7 cell lines that were 

treated with as little as 10 nM or 3 nM of hCD20-targeted IFNAR1 antagonist 

were entirely killed by VSV 48h post-infection, respectively. The neutralizing 

action of the antagonist was not observed in B16 or AK7 cells that do not express 

hCD20. Altogether, our results show that the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist 

is able to block IFNAR signaling and to sensitize only hCD20+ tumor cells to VSV 

oncolytic activity.  

 

VSV injection in mice induces IFN I secretion and IFNAR1 signaling in tumor and 

spleen 

To assess the induction of IFN I secretion and ISG expression in vivo after 

VSV injection, we used the syngeneic intraperitoneal AK7 mesothelioma model 

in C57/BL6 female mice (Kellerman et al., 2003). This tumor model is 

characterized by the early colonization of the omentum and the formation of 

cancer cells aggregates suspended in the peritoneal cavity. Late stages of the 

disease display the invasion of other connective tissues, such as the mesentery 

and the formation of peritoneal ascites, at which point mice are euthanized.  

Due to observation of ISGs expression in the tumors of untreated animals, 

7 days post-implantation (data not shown), we chose to work with early tumors at 

3 days post-implantation, in order to observe ISG expression induced by VSV. 

As soon as 5h after injection of 1.5x107 PFU of VSV through the caudal vein, we 

were able to detect IFN-a in the serum (Figure 5A). This IFN I production rapidly 
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induced ISG expression in the spleen and later in the tumor (Figure 5B). These 

results suggest that the hCD20-targeted IFNAR antagonist has to be used early, 

at the time of VSV injection, to block IFNAR signaling in tumor cells and thus 

enhance its oncolytic activity.  

 

The hCD20-targeted IFNAR1 antagonist enhances VSV replication in hCD20+ 

AK7 tumor in vivo 

We next determined if the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist blocks 

IFNAR signaling and enhance VSV replication in hCD20-expressing tumors in 

vivo. We measured the expression of ISG54 and of two viral proteins, VSV-G and 

VSV-N, in the tumor and spleen of mice bearing hCD20+ AK7 tumor that received 

1.5x107 PFUs of VSV alone or combined with two injections of 10 µg of the 

antagonist. Due to the binding competition between the APC-H7 labelled anti-

hCD20 flow cytometry antibody and the recombinant hCD20-targeted IFNAR1 

antagonist in the conditions where animals received both IFN I and the antagonist 

(Supplemental Figure 3) tumor cells were gated using granularity (SSC) and size 

(FSC) parameters as wells as selecting for non-immune CD45- cells. 24h after 

treatment, tumors were collected, dissociated and the expression of ISG54 was 

measured in CD45- tumor cells and CD45+ non-malignant cells from the tumor 

microenvironment (Figure 6A). ISG54 expression was blocked by the hCD20-

targeted IFNAR1 antagonist in CD45- cells, whereas no blocking was observed 

in CD45+ cells. 24h after treatment, VSV-G and VSV-N expression was 

respectively 160 fold and 250 fold greater in hCD20+ AK7 tumors from mice that 

received the combination compared to mice that received the VSV alone (Figure 

6B). We also observed a smaller increase of VSV-G (10-fold) and VSV-N (8-fold) 
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expression in the spleen of animals that received the combination. This indicates 

that the use of an hCD20-targeted IFNAR1 antagonist enhances VSV replication 

in hCD20-expressing AK7 tumors. However, these results also suggest that the 

increased replication of VSV in tumors spill over in the mouse organism, reaching 

the spleen.  

 

The combination of VSV and the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist slightly 

increases survival of mice bearing hCD20+ AK7 tumor 

In a first survival experiment, we observed signs of neurotoxicity, in the 

shape of hind legs paralysis, in hCD20+ AK7 tumor-bearing mice two to three 

days after receiving the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist and 1.5x107 PFUs 

of VSV (Supplemental Figure 4).  In this experiment, we hypothesized that the 

hCD20+ AK7 tumors that received the VSV and the antagonist could act as a 

replication reservoir for the virus, that amplify the global viral charge to levels that 

induce neurotoxicity. Hence, in a second experiment, we chose to reduce the 

dose of VSV to 1.5x106 PFUs, in order to avoid the previously observed side 

effects (Figure 7A). However, we observes a modest increase of the survival of 

mice that received the combination in comparison to mice treated with VSV alone, 

but this increase was not statistically significant (p = 0.0513, Figure 7B).   
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Discussion 

In this study, we show in vitro and in vivo that it is possible to block IFNAR 

signaling in a particular cell type using an antagonist formed of a conjugate of two 

nanobodies specific for a cell specific marker and IFNAR1. We also demonstrate 

that this antagonist can be used to block IFNAR signaling specifically in tumor 

cells. In mice treated by oncolytic VSV, the antagonist allows a better replication 

of the virus in tumors that results in a modest extension of survival.  

These cell-targeted antagonists could be interesting tools to study in vivo 

the contribution of IFNAR signaling on different cell types, especially immune 

cells, in the context of infection or cancer. It would be a time-saving and cost-

effective alternative in comparison of mouse engineering of IFNAR knock down 

on particular cell types. Furthermore, this cell-targeted antagonists can be used 

in parallel of cell-targeted activators of IFNAR signaling. Indeed, we previously 

produced conjugates of a mutated IFN-a2 and nanobodies specific for different 

cell markers that allow to turn on IFNAR signaling in specific cell types (Cauwels 

et al., 2017, 2018; Garcin et al., 2014).  

In this study, after tumor dissociation and flow cytometry, we showed that 

IFNAR signaling in CD45+ non-malignant cells from the tumor is not blocked by 

the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist, contrary to CD45- tumor cells. This 

result suggest that we preserve IFNAR signaling on non-malignant cells, 

especially immune cells. Indeed IFN I play a major role in the induction of anti-

tumor immune response, especially by activating antigen presenting cells 

(Cauwels et al., 2018; Diamond et al., 2011; Fuertes et al., 2011) or NK cells (JB 

et al., 2007). Thus, the tumor cell-targeted IFNAR1 antagonist should preserve 
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IFNAR signaling in this immune cells allowing to keep their involvement in the 

induction of an antitumor response. 

Surprisingly, the better VSV replication in tumors of animals treated with 

VSV and the antagonist didn’t lead to an increase of the survival suggesting that 

other factors besides IFNAR signaling are able to limit VSV oncolytic activity in 

vivo. However, the replication and the survival experiments are difficult to 

compare. Indeed, the increased VSV replication was observed 24h after we 

treated the mice with 1,5x107 infectious viral particles and the antagonist. With 

this dose of VSV, we observed toxicities of the combination that led to 

neuropathologic symptoms that are characteristic of VSV toxicity. We 

hypothesize that VSV produced in the tumor spill over in mouse organism and 

reach toxicity level. When reducing the VSV dose by 10 fold (1,5x106), the 

combination is able to modestly increase mice survival, but we have no proof that 

at this dose of VSV there is an increased replication in the tumor. This dose may 

be too low for enough VSV to reach it. One possibility to reduce VSV toxicity when 

used at high dose would be to use a VSV with a replication that is more restricted 

to the tumor, such as the VSVΔ51 (Stojdl et al., 2003a). This virus is more 

sensitive to IFNAR signaling and may exhibit less neurotoxicity when its 

replication is increased in tumor. Another possibility is the loss of expression of 

the hCD20 by part of the tumor cells that would become resistant to the 

combination of VSV and the antagonist. Further studies are required to better 

understand this discrepancy between viral replication and lack of survival benefit.  

Finally, the duration of IFNAR neutralization may be a key point in this type 

of strategy. How long must VSV be able to replicate in the tumor to effectively 

induce rejections? We must ensure enough lytic action from the virus in order to 
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release enough damage associated molecular patterns (DAMPs) to enable an 

effective immune response(Russell et al., 2019). However, we must also be 

cautious about the priming of a too strong antiviral immune response that may 

hinder viral oncolytic therapy.  Further work is needed in order to verify if the 

limited effectiveness of our combinatory therapy is due to a potent antiviral 

immune response.  
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Materials and methods 

Tumor cell lines 

hCD20+, mCD20+ and unmodified B16 mouse melanoma cell lines were  

cultured in DMEM culture medium supplemented with 10% FBS, glutamine and 

penicillin/streptomycin [238]. hCD20+ and hCD20- AK7 cell lines were cultured 

in RPMI medium supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine and 100 U/ml 

penicillin/ 100 µg/ml streptomycin. hCD20+ AK7  clones were obtained by 

transfection of an hCD20 expressing plasmid [238] and selection with 300 µg/ml 

of G418. A sub-clone stably expressing hCD20 when implanted in vivo was 

obtained after 18 days of growth in C57/BL6 mice.  

VSV production and purification 

VSV (Indiana strain) was produced and purified as previously described 

[245]. Briefly, BHK cells were seeded and transfected with a plasmid encoding 

the VSV genome and three accessory plasmids coding for the N, P and L viral 

proteins. Cells are then infected with a Vaccinia Virus coding for T7 for 1 hour. 

The supernatant of the cells was collected 24h later and filtered at 0.2 µm. VSV 

was then amplified on BHK cells for 24h. Then, the supernatant containing the 

VSV particles is ultracentrifugated at 100,000 g for 1h on a 10% sucrose PBS 

cushion twice. The viral particles were titrated by plaque forming assay, and 

stored at -80ºC. 

 

Targeted IFNAR1 antagonist production and purification 

Lamas were immunized against the ectodomain of a His-tagged IFNAR1 

subunit. Peripheral blood was collected and the total RNA of lymphocytes was 

extracted and used as a template for cDNA synthesis. The obtained VHH cDNA 
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library was then screened for IFNAR1-targeting VHHs by phage display 

screening technique. By recombinant engineering, the anti-IFNAR1 VHHs were 

fused with a high affinity anti-mCD20 or anti-hCD20 VHH [232,238]. Both VHHs 

were connected with either a 20-fold GGS motif linker or a PASylated linker 

composed of 300 amino acids (15 repeats of the motif 

PAAPAPSAPAASPAAPAPAS) [162]. 

  

Type I interferons 

Two types of IFN I were used: IFNα-11 and a natural mix of IFN I (IFNα 

and IFNβ). IFNα-11 was obtained by protein production from HEK cells 

transfected with a plasmid coding for a recombinant IFNα-11 with a His-tag and 

a C86S mutation [231]. The natural mix of IFN I was obtained by infecting C243 

cells with Newcastle disease virus (NDV) and subsequently purifying the 

supernatant for IFN I [246]. 

 

Cytopathic effect measurement 

10,000 AK7 or 5,000 B16 cells were seeded in 96-well flat bottom plates. 

The day after seeding, cells are incubated 30 minutes with the targeted 

antagonist, followed by exposition to 100 U/ml of IFNα-11 in a 37ºC incubator. 

After 24hrs of incubation with the antagonist and/or IFN-a11, tumor cells are 

exposed to VSV at an MOI of 0.12 for AK7 and 0.6 for B16 cell lines. After 48h of 

infection, cells were fixed and stained with a solution of 0.125% crystal violet, 

3.7% PFA and 0.15 nM NaCl for 10 minutes at room temperature. After drying, 

crystal violet is made soluble with 0.2% Triton X-100 solution and quantified with 

a colorimeter at 570nm. 
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Animals  

Female C57/BL6N and Balb/c mice (Charles River) of 8 weeks of age or 

more were used in the in vivo experiments. All animal experiments were approved 

by the local ethics committee (project granted by the French Ministery of 

Research, #27051). 

 

IFN I and mCD20-targeted antagonist treatment 

Female C57/BL6 or Balb/c mice were injected with PBS, 30,000 U of the 

natural mix of type I IFN or a combination of 10mg of mCD20-targeted IFNAR1 

antagonist followed 5 minutes later by 30,000 U of a natural mix of IFN I. 100 ml 

was administered intravenously by the caudal vein. Mice were euthanized 17 h 

later and the spleens were recovered. 

 

VSV and hCD20-targeted antagonist treatments 

Human CD20+ AK7 cells were collected and washed with cold PBS. 5x106 

cells in 100 μl of PBS were then injected intraperitoneally to female C57/BL6 

mice. Three days after tumor implantation, mice are treated with PBS, VSV or a 

combination of VSV and the hCD20-targeted antagonist. 1.5x106 or 1.5x107 PFUs 

of VSV in a 100 µl bolus are injected intravenously through the caudal vein. 10 

µg of the targeted antagonist in a 50 µl bolus is administered intraperitoneally 

with additional injections 12h apart. Following euthanasia of the animals, the 

spleens and tumors of mice were collected. Blood was collected from isoflurane 

anaesthetized mice through the retro-orbital sinus capillary and deposited into 1,5 
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ml tubes at room temperature. After centrifugation, supernatant serums were 

collected and stored at -80ºC for subsequent analysis.  

 

IFN-α detection by Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay 

The presence of IFN-α in mice sera was quantified by ELISA (PBL) 

according to manufacturer instructions. Samples were loaded into pre-coated 96-

well plates and treated with proper reagents. Absorbance was then measured 

with a plate reader at 450 nm. Sample results were interpolated with a standard 

curve of IFNα-4.  

 

Tumor and spleen dissociation 

AK7 mesothelioma tumors were dissociated by an enzymatic (Gibco 

Collagenase I and IV) and mechanical procedure. Dissociated tumor and splenic 

cells were then incubated with a Fixable Viability Stain 450 (Invitrogen) viability 

marker for 30 minutes, on ice, protected from light. The splenocytes were next 

incubated with anti-mCD16/CD32 Fc Block antibodies (BD), to avoid Fc receptor-

dependent binding from the flow cytometry labelling antibodies. 

 

Flow cytometry analysis 

For extracellular staining, cells were labelled with various antibodies: PE-

labelled anti murine PD-L1 (Biolegend), APC-H7 labelled anti human CD20 (BD 

Biosciences) or PE-labelled anti murine CD45 (BD Biosciences). After 

extracellular staining, cells were fixated for 30 minutes at room temperature with 

IC Fixation Buffer (InVitrogen). After fixation, cells were subjected to two cycles 

of washes with Permeabilization Buffer (Invitrogen). Samples were then labelled 
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with rabbit polyclonal anti-ISG54 primary antibody (Invitrogen) and subsequently 

with an Alexa 488-labeled goat anti rabbit IgG secondary antibody (Invitrogen). 

In the case of pSTAT1 detection, cells were fixated with Phosflow Fix Buffer 1 

(BD Biosciences) and permeabilized with Phosflow Perm Buffer III (BD 

Biosciences). Cells were then stained with an anti-pSTAT1 (Y701) PE-labelled 

antibody (BD Biosciences). Fluorescence signal was analysed with a BD FACS 

Canto II flow cytometer. Data were analyzed using FlowJo Software. 

 

Immunoblotting 

A BCA assay was used to quantify the concentrations of protein in the 

samples (Interchim). The PVDF membranes containing the samples were 

incubated with a solution of 0.1% TBS Tween (TBS-T) and 5% milk powder for 1 

hour at room temperature, under slow agitation. The membranes are then 

incubated with the primary antibody (anti-ISG54 Invitrogen; anti-βactin R&D) 

diluted in 0.1% Tween 5% milk TBS solution. Membranes were incubated with an 

HRP enzyme-coupled secondary antibody solution (both anti-mouse and anti-

rabbit from Interchim) diluted in 5% milk TBS. Membranes were incubated with 

Clarity Western ECL Substrate Revealing Kit (Bio-Rad). After incubation 

luminescence was read with a Bio-Rad Chemidoc MP Bio-Imager. Two channels 

were used in the imaging: a chemiluminescence channel to detect the light 

emitted by the enzymatic activity of the HRP, and a second colorimetric channel 

necessary for the visualization of the size ladder. 
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Quantitative polymerase chain reaction analysis 

A Macherey-Nagel Nucleospin RNAplus Extraction kit was used for RNA 

extraction of the samples according to manufacturer instructions. The integrity 

and concentration of the RNA samples were assessed with Agilent Nano 6000 

chips (Agilent). RNA samples were used to synthesise cDNA for the qPCR 

analysis using an M-MLV reverse transcriptase (New England). A qPCR was 

performed on previously obtained cDNA samples using a Maxima Sybr Green 

Master Mix (ThermoFisher).  Samples were analysed for different gene 

expressions using primers designed specifically for this project (VSV-G: fw-

TGCCCGTCAAGCTCAGATTT, rv-AGCATGACACATCCAACCGT; VSV-N: fw-

TGTGCCTCGTTCAGATACGG, rv-CGGTTCAAGATCCAGGTCGT). The qPCR 

analysis was performed using a QuantStudio 3 Real-Time PCR System 

(ThermoFIsher) at adequate Tm settings for our primers. The quantification of 

gene expression was normalized with Rplp0 expression as the endogenous 

control.  

 

Statistical analysis 

For the ISG expression in splenocytes experiments, a non-parametric, 

two-tailed Mann-Whitney test with an α of 0.05 was performed. For (RT)qPCR 

experiments that measure the expression of several genes, a parametric, two-

tailed Student test with an α of 0.05 was performed. For the survival experiments, 

a non-parametric Mantel-Cox test was performed. 
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Figure legends 

Figure 1: mCD20-targeted IFNAR1 antagonist is able to block IFNAR1 signaling in B 

cells in vitro. A) In order to specifically target the IFNAR signaling on different types of 

cells, the first step was to obtain a library of anti-IFNAR1 VHHs through the immunization 

of lamas and subsequent phage display screening of the obtained antibodies library. 

From this library of anti-IFNAR1 VHHs, four low affinity neutralizing candidates were 

chosen and fused with a high affinity VHH targeting either human or murine CD20. B) 

Mouse splenocytes isolated from Balb/c mice were exposed in vitro to IFNα-11 alone or 

to IFNα-11 in combination with the candidate-3 mCD20-targeted IFNAR1 antagonist 

during 30 minutes. The induction of pSTAT1 was measured by flow cytometry. C) Mouse 

splenocytes were exposed in vitro to IFN-α11 alone or to IFNα-11 in combination with 

increasing concentrations of the four mCD20-targeted IFNAR1 antagonist candidates 

during 30 minutes. The induction of pSTAT1 was measured by flow cytometry. The % of 

pSTAT1 neutralization was calculated as following: ((PStat1 MFI of cells treated with 

IFNa11 - PStat1 MFI of cells treated with IFNa11 and the antagonist) / (PStat1 MFI of 

cells treated with IFNa11 - PStat1 MFI of untreated cells)) x 100. MFI represents the 

mean of fluorescence. D) The targeting potential of the four candidates fused with the 

nanobody against mCD20 was calculated as the ratio of the IC50 between non-targeted 

(CD19- CD20-) and targeted (CD19+ CD20+) splenocytes. 
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Figure 2: the mCD20-targeted IFNAR1 antagonist is able to block IFNAR1 signaling in B 

cells in vivo: A) Time line of the experiment. B) C57BL/6 mice received PBS, 30000 U of 

a natural mix of type I or a natural mix of IFN I and 10 µg of the mCD20-targeted IFNAR1 

antagonist. After 17h, splenocytes were isolated and their CD19 and ISG54 expression 

was analyzed by flow cytometry. C) Neutralization % of ISG expression was calculated 

by dividing the difference of MFI between the IFN I control and the antagonist-treated 

samples, to the difference of MFIs between the IFN I and PBS controls. Results were 

represented as means ± SEM of four different experiments.  

 

Figure 3: the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist blocks IFNAR signaling only on hCD20 

expressing B16 melanoma cells and AK7 mesothelioma cells. A) hCD20- or hCD20+ 

B16 or AK7 cancer cell lines were treated either with o panel of doses of hCD20-targeted 

IFNAR antagonist and IFN-a11 (3000 U/ml), with IFN-a11 (3000 U/ml) alone or left 

untreated. Antagonist was added 30 minutes before IFN-a11. 24h later, ISG54 

expression was measured by flow cytometry. B) hCD20- or hCD20+ B16 or AK7 cell 

lines were treated with IFN-a11 in presence of increasing doses of hCD20-targeted 

IFNAR antagonist. 24h later, ISG54 and PD-L1 expression was measured by flow 

cytometry. Neutralization % was calculated by dividing the difference of MFIs between 

the IFN I-treated and the IFN I/antagonist-treated samples, to the difference of MFIs 

between the IFN I-treated samples and PBS-treated controls, and multiplying by 100. 

Results were represented as means + SEM of three different independent experiments. 
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Figure 4: the hCD20-targeted IFNAR antagonist is able to neutralize the antiviral 

properties of IFNAR signaling on hCD20 expressing tumor cells lines. A) After treatment 

with different doses of hCD20-targeted IFNAR antagonist, B16 tumor cells were exposed 

to 100 U/ml IFN-α11 alone or to 100 U/ml IFN-α11 and VSV (I+V) (MOI=0.12). Cells were 

stained and fixed with a violet crystal solution. B) After exposition to hCD20-targeted 

IFNAR1 antagonist, 100 U/ml of IFN-α11 and/or VSV at a MOI of 0.12, live cells identified 

by violet crystal staining were quantified 48h hours later. Live cells %  was calculated by 

dividing the difference of absorbance at 570 nm  between the IFN I-treated and the IFN 

I/antagonist-treated samples, to the difference of absorbance at 570 nm absorbance 

between the IFN I-treated and non-treated, and multiplying by 100. Results were 

represented as means ± SEM of three different experiments. 

 

Figure 5: infection by VSV triggers the IFN I response and ISG expression in AK7 tumor 

bearing mice. A) AK7 bearing mice were injected intravenously with 1.5x107 PFUs of 

VSV. At different time points after injection, blood was collected and IFN-a measured by 

ELISA. Results are the means ± SEM of three independent experiments. B) AK7 bearing 

mice were injected with 1.5x107 PFUs of VSV. At different time points after injection, 

tumors and spleens were collected from 4 mice to measure ISG54 expression by western 

blot in each of them.  
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Figure 6: the hCD20-targeted IFNAR antagonist reduces in vivo the expression of ISG 

and increases VSV replication in hCD20 expressing tumor cells in vivo. hCD20+ AK7 

tumor bearing mice were injected IV with 1.5x107 PFUs of VSV alone or simultaneously 

with 10 µg of the hCD20-targeted IFNAR1 antagonist (Anta) by intraperitoneal injection 

followed by a second dose of 10 µg of the antagonist 12 h later. Tumors and spleens 

were retrieved 24h later. A) The expression of ISG54 was measured in CD45- and 

CD45+ cells from dissociated tumors by flow cytometry. B) VSV-G and VSV-N 

expression were measured by (RT)qPCR. ΔCt represents the difference of cycle 

numbers between the target gene and the endogenous control gene Rplp0. Results are 

the mean ± SEM of three independent experiments.  

 

Figure 7: the combination of VSV and the hCD20 targeted IFNAR antagonist slightly 

increases survival of hCD20 expressing AK7 tumor-bearing mice. A) Timeline of the 

experiment. B) C57BL/6 mice bearing AK7 hCD20 tumors were injected intravenously 

with 1.5x106 PFUs of VSV and when indicated intraperitoneally with 10 μg of the 

hCD20/mIFNAR1 antagonist 12h apart for two days (4 injections in total). Mice survival 

was then monitored (n=mice per group). 
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7 Résultats Complémentaires. 

Dans cette section, je présente quelques résultats complémentaires aux résultats 

présentés dans l’article précèdent. Tout d’abord, je présente des travaux de mise  au 

point de la stratégie de neutralisation spécifique d’IFNAR, ainsi que de test de la 

sensibilité des cellules AK7 hCD20 aux IFN de type III. Ensuite, je montre quelques 

expériences sur la caractérisation et la mise au point du modèle expérimentale AK7 

hCD20 utilisé dans nos expériences in vivo, notamment la stabilité de l’expression du 

hCD20. Enfin, je présente les résultats obtenus avec la lignée AK7 IFNAR1KO, utilisée 

dans des expériences in vitro et in vivo dans le but de valider la neutralisation de la 

signalisation d’IFNAR permettant à la thérapie virale antitumorale d’être efficace. 

 

7.1 L’antagoniste ciblée ne neutralise pas IFNAR en « trans » 

La stratégie de neutralisation ciblée utilisée dans ce projet est caractérisée par la fixation 

de l’antagoniste à une population cellulaire spécifique par le biais d’un marqueur de 

surface déterminé permettant la neutralisation de son IFNAR. Dans un contexte in vivo, 

nos cellules tumorales AK7 hCD20 peuvent être en contact étroit avec d’autres cellules 

du stroma tumoral, ce qui pourrait permettre au fragment anti-mIFNAR1 de 

l’antagoniste de se fixer en « trans » sur des cellules n’exprimant pas hCD20. De plus, 

ceci peut nous être utile pour vérifier si le nanobody qui cible le CD20 humain ne pourrait 

pas reconnaître aussi le CD20 murin. 

Afin de répondre à ces questions, nous avons mis en co-culture des cellules B16 hCD20 

et des cellules B16 mCD20. Ensuite, les cellules ont été traitées avec l’antagoniste ciblé  

hCD20 suivi de l’IFN-α11. Par cytométrie de flux nous avons pu observer la neutralisation 

de l’expression de PD-L1 seulement dans les populations de B16 hCD20. Les résultats 

obtenus démontrent une absence de neutralisation en « trans » et une absence de 

reconnaissance du mCD20, puisque seules les cellules B16 hCD20 exhibaient une 

neutralisation de PD-L1 dans la co-culture (Figure 29). L’antagoniste ciblé sur le hCD20 

ne reconnaît donc pas le mCD20 et n’agit pas en trans sur les cellules adjacentes aux 

cellules hCD20+. 



104

7.2 Stabilité de l’activité de neutralisation in vivo d’antagonistes ayant un linker 

PASylée

Du fait de la petite taille de notre antagoniste ciblé, en comparaison à un anticorps 

conventionnel, l’utilisation d’un linker PASylée permet une meilleur stabilité in vivo 

grâce à l’augmentation du volume apparent de la molécule. Afin de déterminer la durée 

de la neutralisation par nos antagonistes, l’antagoniste mCD20/α-mIFNAR1 fut injecté 

dans des souris C57BL/6, suivi d’une injection d’IFN de type I à différents temps. 

L’antagoniste ciblé est capable de neutraliser l’expression ISG54, induite par 

l’administration d’IFN de type I, au moins 5h après injection. Cette neutralisation 

commence à diminuer à partir de 24h post-injection pour disparaître totalement à 40h 

post-injection de l’antagoniste (Figure 30). Ceci nous donne une idée de la stabilité que 

ce genre de molécules recombinantes exhibe dans des conditions in vivo, soulignant le 

besoin d’administrer une deuxième dose d’antagoniste avant 24h si nous voulons 

maintenir cette neutralisation de la signalisation d’IFNAR tout au long du traitement 

avec le VSV dans notre modèle AK7 hCD20. 

Figure 29 L’antagoniste ciblée ne permet de neutraliser en « trans » le IFNAR des cellules adjacentes aux cellules 

ciblées. Des cellules B16 exprimant le CD20 humain et des cellules B16 exprimant le CD20 murin ont étés mises en co -

culture. Ensuite, elles ont étés traitées avec 1,7 nM d’antagoniste ciblée suivi par 300 U/ml d’IFN-α11. L’expression de 

PDL1 a été ensuite mesurée par cytométrie de flux, différentiant les populations de B16 par un marquage de hCD20 à 

travers un anticorps anti-hCD20. 
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7.3 Persistance de l’expression de hCD20 dans la lignée AK7 hCD20 in vivo

L’expression du CD20 humain à la surface des cellules AK7 est un élément clé dans notre 

stratégie thérapeutique in vivo. Il est indispensable que l’expression d’hCD20 soit 

suffisamment stable pendant la durée du traitement avec l’antagoniste ciblé hCD20/α-

mIFNAR1. 

Pour vérifier cela, des cellules AK7 hCD20 furent implantées dans la cavité péritonéale 

des souris et 21 jours après, les tumeurs furent prélevées et l’expression de hCD20 

vérifiée en cytométrie de flux. L’expression de hCD20 avait totalement d isparu 21 jours 

après implantation dans la souris (Figure 31A). Afin de mieux caractériser la perte 

d’expression de hCD20, des nouvelles tumeurs AK7 hCD20 furent implantées dans la 

souris et prélevées à différents jours, en analysant l’expression de hCD20.

Dès 11 jours, l’expression de hCD20 était réduite de plus de la moitié, disparaissant 

totalement à partir de 18 jours (Figure 31B). Après dissociation et remise en culture in 

vitro des tumeurs AK7 hCD20 dans du milieu de culture RPMI contenant l’antibiotique 

de sélection G418, l’expression revenait 7 jours après (Figure 31C).

Figure 30 Stabilité de la neutralisation d’IFNAR par des antagonistes ciblés in vivo. Par voie 
intraveineuse 30 µg d’antagoniste ciblée mCD20 fût injecté. Ensuite, 30000 U d’IFN-α/β ont été 
administrées par voie intraveineuse 5h, 24h ou 40h après l’administration de l’antagoniste. 
L’expression d’ISG54 fût analysée par cytométrie de flux.
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7.4 Obtention d’une lignée d’AK7 hCD20 stable

Suite à la perte d’expression de hCD20 in vivo des tumeurs AK7 hCD20, il fut nécessaire 

d’isoler un clone AK7 hCD20 capable d’exprimer hCD20 de manière suffisamment stable 

pendant la durée du traitement avec notre antagoniste. Un nouveau clone d’AK7 hCD20 

fut sélectionné, exprimant fortement hCD20 dans des conditions in vitro avec ou sans 

l’antibiotique de sélection G418 (Figure 32A). Ce nouveau clone AK7 hCD20 fut implanté 

dans des souris, et après 16 jours post-implantation, la tumeur fut dissociée et remise 

en culture in vitro avec du milieu RPMI sans G418, l’expression d’hCD20 analysée après 

plusieurs jours en culture (Figure 32B). Ensuite, la population hCD20 positive de la 

condition sans G418 fut triée par cytométrie de flux et sous-clonée par la suite. 

Figure 31 Stabilité de l’expression hCD20 dans note modèle in vivo d’AK7 hCD20. A) L’expression de hCD20 et mCD45 

fut analysée par cytométrie de flux sur des cellules AK7 hCD20 cultivés in vitro, et sur des tumeurs AK7 hCD20 21 jours 

post-implantation intrapéritonéale. B) Caractérisation par cytométrie de flux de la perte d’expression de hCD20 des 

tumeurs AK7 hCD20 à différents jours post-implantation. C) L’expression de hCD20 et mCD45 mesurée par cytométrie 

de flux sur des cellules d’une tumeur AK7 hCD20 de 21 jours, dissociée et remise en culture avec de l’antibiotique de 

sélection G418.
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Après avoir sélectionné un clone AK7 hCD20 exprimant le hCD20 de manière stable sans 

antibiotique de sélection, ce clone fut implanté par injection intrapéritonéale dans des 

souris. Les tumeurs furent extraites à 11 et 18 jours, et l’expression de hCD20 fut ensuite 

analysée.  L’expression de hCD20 est stable jusqu’à 11 jours puis elle est partiellement 

perdue après18 jours (Figure 32C). 

7.5 La lignée AK7 hCD20 n’est pas sensible à l’IFN-λ

Les IFN de type III étant capables eux aussi de déclencher l’expression d’ISG conduisant 

à un état antiviral dans la cellule, nous voulions vérifier si la lignée tumorale AK7 hCD20, 

utilisée dans nos expériences in vivo, était sensible aux IFN de type III. Pour cela, les 

cellules AK7 hCD20 furent exposées à un IFN de type III, l’IFN-λ2, ou un IFN de type I, 

l’IFN-α11. Suite à la stimulation par un de ces types d’IFN, nous avons pu observer 

l’expression de PD-L1 uniquement dans les cellules traitées par l’IFN-α11, alors que cette 

expression est totalement absente dans les cellules exposées à l’IFN-λ2 (Figure 33). 

Figure 32 Obtention d’une lignée AK7 exprimant hCD20 de manière stable. A) Expression d’hCD20 sur le nouveau 

clone AK7 hCD20 cultivé avec ou sans l’antibiotique de sélection G418, analysée par cytométrie de flux. B) Expression 

d’hCD20 de la tumeur AK7 hCD20 dissociée et remise en culture sans l’antibiotique de sélection G418, analysée par 

cytométrie de flux. C) Stabilité de l’expression du sous-clone AK7 hCD20 dans des conditions in vitro sans antibiotique 

de sélection G418 ou dans des conditions in vivo dans des souris C57BL/6, analysée par cytométrie de flux.
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7.6 Etude in vivo de la sensibilité au VSV des cellules AK7 n’exprimant pas IFNAR

Afin d’étudier l’impact de la neutralisation de la signalisation IFNAR dans le contexte de 

l’oncolyse virale, nous avons mis en place un modèle de mésothéliome AK7 IFNAR1ko. 

L’utilisation du modèle AK7 IFNAR1ko a pour but de mimer ce que la neutralisation 

d’IFNAR à l’aide des antagonistes ciblés peut accomplir. Ce modèle permet donc de 

déterminer in vitro et in vivo si l’inactivation de la signalisation IFNAR permet de 

sensibiliser les cellules tumorales AK7 à l’activité oncolytique du VSV. Elle permet 

ensuite d’étudier le nombre d’administrations du VSV, l’immunisation acquise suite à 

l’oncolyse virale ainsi que son évolution au fil du temps afin de déterminer le meilleur 

régime de traitement avec les antagonistes ciblés. 

7.6.1 Génération de lignées AK7 IFNAR1KO

Tout d’abord, j’ai modifié la lignée de mésothéliome AK7 en inactivant les deux copies 

du gène ifnar1 grâce à la technique d’édition CRISPR/Cas9. Les cellules AK7 ont été

infectées avec des vecteurs lentiviraux codant pour la nucléase Cas9 et un ARNg ciblant 

la région du peptide signal d’ifnar1 situé entre les paires de bases 91.286.607 et 

91.286.626 du chromosome 16. Suite à la sélection par antibiotique et au clonage par 

dilution limite, nous avons obtenu une lignée AK7 IFNAR1KO n’exprimant plus IFNAR1 

(Figure 34A). Après séquençage, nous avons pu confirmer la délétion d’environs 20 

nucléotides dans la région ciblée par le ARNg (Figure 34B). Ces cellules AK7 IFNAR1KO ne 

présentaient plus de sensibilité pour les IFN de type I, car elles sont incapables 

d’exprimer des ISG (PD-L1 et ISG54) après exposition à de l’IFN-a11 (Figure 34C). De plus, 

elles devenaient sensibles à l’action oncolytique du VSV in vitro, même pré-traitées avec 

Figure 33 Sensibilité des cellules AK7 hCD20 à des IFN de type I ou de type III. Suite à la stimulation par 10000 U/ml 

d’IFN-α11 ou 100 ng/ml d’IFN-λ2 l’expression de PDL1 est mesurée par cytométrie de flux.
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de l’IFN-a11, ce qui n’est pas le cas des cellules AK7 non modifiées (données non 

montrées).

7.6.2 Effet thérapeutique du VSV dans des tumeurs AK7 IFNAR1KO in vivo

Suite à l’obtention de la lignée AK7 IFNAR1KO, nous avons voulu tester l’efficacité du VSV

contre ces tumeurs in vivo. Après avoir implanté par voie intrapéritonéale des cellules 

AK7 IFNAR1KO dans des souris C57BL/6, du VSV a été injecté par voie intraveineuse. On 

observe qu’à la différence des lignées AK7 WT et AK7 hCD20, où les souris injectées avec 

du PBS survivaient jusqu’à 20-30 jours post-implantation tumorale, les souris portant 

des tumeurs AK IFNAR1KO repoussaient ce délai jusqu’à 50 jours, ce qui semble indiquer 

une plus faible vitesse de croissance de la part des tumeurs AK7 IFNAR1KO. 

L’administration intraveineuse d’une ou de trois doses de VSV a un effet thérapeutique 

important car elle permet la survie à long terme de presque la totalité des souris portant 

des tumeurs AK7 IFNAR1KO (Figure 35A). L’effet thérapeutique du VSV est plus modeste 

chez les souris porteuses de tumeurs AK7 hCD20, repoussant leur mort seulement de 

quelques jours. Ce résultat indique une forte sensibilité des tumeurs AK7 IFNAR1KO in 

vivo, ce qui conforte notre approche d’inhibition de l’IFNAR tumoral. 

Figure 34 Caractérisation de la lignée AK7 IFNAR1KO. A) Analyse de l’expression d’IFNAR1 par cytométrie de flux. B) 

Séquençage de la région d’ifnar1ciblée par le ARNg et cas9. C) Induction des ISG PDL1 et ISG54 après stimulation avec 

de l’IFN-α11 dans des lignées AK7 WT et AK7 IFNAR1KO . 
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Afin de vérifier un potentiel effet d’immunisation tumorale suite à la survie des souris 

C57BL/6 porteuses de tumeur IFNAR1KO ayant survécu après l’administration du VSV, 

j’ai implanté à nouveau les souris survivantes, ainsi que des souris C57BL/6 naïves avec 

des tumeurs AK7 WT. A la différence des souris naïves qui meurent toutes après les 20 

à 35 jours habituels dans ce modèle de tumeur, toutes les souris survivantes sauf une 

ont rejeté la nouvelle implantation de tumeur AK7 etsurvivent au moins 50 jours (Figure 

35B). 

En conclusion, il semblerait que dans ce modèle AK7 IFNAR1KO, le VSV induit une survie 

presque totale des souris et les immunise contre des nouvelles implantations tumorales, 

ce qui semble indiquer la présence d’une réponse mémoire contre des cellules de 

mésothéliome AK7. Cette partie de mon travail de thèse conforte la stratégie 

d’antagoniste ciblé d’IFNAR tumoral pour augmenter l’activité oncolytique du VSV in 

vivo.

Figure 35 Effet thérapeutique du VSV dans un modèle tumoral AK7 IFNAR1KO. A) Impact de l’injection de VSV dans des 

modèles tumoraux de AK7 hCD20 et AK7 IFNAR1KO. B) Immunisation des souris survivantes de l’expérience précédente, 

contre des tumeurs AK7 WT.
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8 Matériel et méthodes complémentaires.  

8.1 Expression de PD-L1 dans les co-cultures de B16 mCD20 et B16 hCD20 

Dans des plaques de 24 puits, 1,5x106 cellules B16 mCD20 et 1,5x106 B16 hCD20 sont 

ensemencées par puits, pour un total de 3·106 cellules par puits dans 2ml de milieu 

complet. 24h après, les cellules sont traitées avec 1,7 nM d’antagoniste ciblée pendant 

30 minutes, suivi d’une stimulation avec 300 U/ml d’IFN-α11 pendant 17h. Après la 

stimulation, les cellules sont détachées avec une solution de PBS-EDTA. L’expression de 

PD-L1 est analysée par cytométrie de flux. 

8.2 Neutralisation de l’expression d’ISG54 dans des splenocytes  

Des cellules Balb/c ont été injectées par voie intraveineuse avec 30 μg d’antagoniste 

ciblé mCD20. Ensuite, 30000 U d’une combinaison naturelle d’IFN-α/β ont été injectées 

par voie intraveineuse 5h, 24h ou 40h après l’administration de l’antagoniste. 24h après 

l’injection d’IFN I, les rates des souris sont prélevées et dissociées mécaniquement sur 

un « cell strainer » de 100 μm en rinçant avec du PBS. Les érythrocytes sont lysées avec 

un tampon ACT. Après rinçage avec du PBS, l’expression d’ISG54 est analysée par 

cytométrie de flux. 

8.3 Stimulation de cellules avec un IFN de type III 

Dans des plaques 6 puits, des cellules AK7 hCD20 sont ensemencées. 24h après les 

cellules sont ensuite traitées, avec 10000 U/ml d’IFN-α11 ou 100 ng/ml d’IFN-λ2. Après 

24h de stimulation avec les divers IFN, les cellules sont ensuite dissociées avec de 

l’Accutase et l’expression de PD-L1 est mesurée par cytométrie de flux.  

8.4 Obtention d’une lignée AK7 IFNAR1KO
 

Des cellules LentiX furent transfectées par de la Lipofectamine 3000 (TermoFisher) avec 

un plasmide pLentiCRISPR V2 (GenScript) codant pour la Cas9 et l’ARNg spécifique de 

IFNAR1(ATGTAGACGTCTATATTCTC). Après la production de lentivirus codant pour la 

Cas9 et l’ARNg, il fut transféré sur les cellules AK7 à transformer. L’antibiotique de 

sélection, puromycine, fut ajouté 3 jours après. La délétion dans le gène ifnar1 fut 

validée par séquençage d’une région du peptide signal d’ifnar1 amplifiée par PCR (fw : 

GGTTTGTAGGCATCATAGCAGG ; rv : CTCAGTCTCCACGGAGATAAAGT).  
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8.5 Marquage et cytométrie de flux 

Concernant le marquage membranaire, les cellules sont marquées pendant 30 minutes 

à 4ºC avec divers anticorps : anti-PD-L1 murin PE (BD), anti-CD20 humain APC (BD), anti-

IFNAR1 murin (MAR1-5A3), anti-IgG de souris Alexa Fluor 488 (TermoFisher). Pour le 

marquage intracellulaire, les cellules sont fixées et perméabilisées grâce à  un kit de 

marquage intracellulaire (Invitrogen). L’expression intercellulaire d’ISG54 est détectée 

suite au marquage de 30 minutes à température ambiante avec un anticorps anti -ISG54 

de souris non couplée, suivi par un marquage secondaire avec un anticorps anti -IgG de 

chèvre couplée à un Alexa Fluor 488 (TermoFisher) 

8.6 Traitement des tumeurs AK7 IFNAR1KO
 avec le VSV 

Des souris C57BL/6 femelles furent injectées par voie intrapéritonéale avec 5x106 

cellules AK7 IFNAR1KO
 ou AK7 hCD20. Trois jours après implantation tumorale, 1,5x107 

PFUs de VSV fut administré par voie intraveineuse (veine caudale) dans la souris. Dans 

certains groupes, 1,5x107 PFUs VSV furent injectés à nouveau à 6 et 9 jours post-

implantation tumorale. La survie des souris fut observée pendant le reste de 

l’expérience. Elles furent sacrifiées selon les critères  suivants : ascite de l’abdomen 

prononcé, neurotoxicité sous forme de trouble moteurs ou dégradation de l’état général 

de la souris.  

8.7 Test d’immunisation contre un rechallenge de cellules AK7 WT 

Les souris C57BL/6 survivantes de l’expérience de traitement des tumeurs AK7 IFNAR1KO 

avec le VSV furent réutilisées pour cette expérience. Par injection intrapéritonéale, 

5x106 cellules AK7 WT furent injectées dans les souris survivantes ainsi que dans des 

souris C57BL/6 naïves du même âge. La survie fut observée pendant le reste de 

l’expérience, sacrifiant les souris selon les critères suivants : ascite de l’abdomen 

prononcé et dégradation de l’état général de la souris.  
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9 Discussion 

9.1 Naviguer entre Scylla et Charybde 

Le paradigme de l’oncolyse virale est d’utiliser un agent viral capable de se répliquer 

uniquement dans la cellule tumorale suffisamment longtemps pour lyser assez de 

cellules cancéreuses, et d’induire ensuite une réponse immunitaire antitumorale. 

Cependant ces activités sont étroitement liées aux mécanismes immunitaires, dont la 

réponse IFN de type I fait partie. Les activités antivirales de ces cytokines peuvent limiter 

l’efficacité de l’oncolyse virale, mais elles jouent  également un rôle primordial dans 

l’amorçage des réponses immunitaires antitumorales à travers la présentation 

d’antigènes et l’activation de cellules immunitaires effectrices [37,119,245,246]. Elles 

jouent aussi un rôle dans la protection des cellules saines. Les dysfonctionnements de 

cette voie rendent l’organisme sensible à divers pathogènes d’origine virale ou 

bactérienne [81]. 

Une stratégie visant à neutraliser la signalisation IFNAR spécifiquement dans les cellules 

tumorales, tout en permettant aux cellules saines, notamment les cellules immunitaires 

de répondre aux activités immunomodulatrices des IFN de type I serait donc 

complémentaire à l’oncolyse virale [119,247,248]. L’ingénierie des protéines 

recombinantes nous offre la possibilité de créer des antagonistes ciblés neutralisant 

IFNAR spécifiquement sur les cellules tumorales.  

Dans ce projet, j’ai mis en place une stratégie de ciblage de la signalisation d’IFNAR, 

visant à la neutraliser spécifiquement dans les cellules tumorales grâce à l’utilisation 

d’antagonistes recombinantes innovants. Cela nous a permis de neutraliser l’expression 

d’ISG dans les cellules tumorales, permettant à un virus oncolytique sensible aux actions 

antivirales des IFN de type I comme le VSV, de se répliquer spécifiquement dans la 

tumeur. Cependant, malgré cette augmentation de la réplication du VSV, ce traitement 

dans notre modèle expérimental ne nous permet pas pour le moment d’observer un 

effet thérapeutique net. 

9.2 L’avantage de notre stratégie de ciblage 

Une des problématiques concernant la neutralisation de la voie de signalisation IFNAR 

sur les cellules tumorales est l’expression ubiquitaire de ce récepteur. Dans le cadre de 
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l’oncolyse virale, la neutralisation systématique de cette voie, à travers des mAb comme 

le MAR-1 ou des inhibiteurs de kinases Janus comme le Ruxolitinib, pourrait s’avérer 

délétère sensibilisant les cellules saines à la réplication virale et impactant la réponse 

immunitaire antivirale [241,242]. De plus, l’induction de la réponse immunitaire anti-

tumorale pourrait être perturbée, la réponse IFN de type I étant clé pour l’amorçage de 

cette réponse immunitaire [31,37,249]. Une approche de ciblage axé sur l’avidité peut 

être une solution à cette problématique. Des travaux précédents ont démontré 

l’efficacité de cette stratégie d’affinité dégénérée par la création d’immunocytokines 

contenant un IFN-α2 avec une mutation Q124R couplé à un nanobody qui cible un type 

cellulaire particulier [185,243]. En effet, cette stratégie de ciblage présente de 

nombreux avantages envers d’autres anticorps bispécifiques.  

La capacité de ciblage d’anticorps bispécifiques classiques repose sur deux fragments de 

haute affinité pour leurs cibles. Cela peut-être de grande utilité dans le cas de BiTEs, où 

une forte liaison entre les fragments de ciblage aux marqueurs de surface ciblés facilite 

l’interaction entre cellules tumorales et cellules immunitaires. Cependant en prenant 

l’exemple de notre antagoniste ciblé, où un des fragments cible IFNAR1 avec une faible 

affinité et l’autre le CD20 humain, le mode de fonctionnement d’un bsAb classique 

présentant une haute affinité causerait une fixation d’IFNAR1 indiscriminée et 

indépendante de l’expression du CD20, négligeant l’aspect spécifique de cette stratégie 

de neutralisation.   

Un autre avantage est le format « dinanobody » de la construction. La petite taille des 

VHH est un atout pour la pénétration de la molécule dans des tissus souvent peu 

perméables comme le stroma tumoral [169,176]. Cependant, ceci implique aussi une 

augmentation de la « clearance rénale », réduisant le temps de résidence de 

l’antagoniste dans l’organisme pour des molécules en dessous du seuil de 50-60 

kDa[250,251], nos antagonistes ciblés se trouvant à la limite de ce seuil (environs 55 

kDa). Afin de solutionner ce problème, un linker PASylée a été utilisé pour conjuguer les 

deux nanobodies , augmentant la taille apparente (au-delà de 70 kDa) de l’antagoniste 

au-dessus de ce seuil, grâce au caractère hydrophile de ce type de linker[170]. Ceci 

permet à cette molécule de neutraliser IFNAR1 au-delà de 12h après injection tout en 

gardant les caractéristiques de perméabilité du format « nanobody ».  
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9.3 Le résultat de la combinaison VSV/antagoniste ciblé peut varier selon le 

statut de la réponse IFN des cellules tumorales 

Dans notre modèle expérimental, la réponse IFN de type I est déclenchée suite à 

l’administration d’un agent viral comme le VSV, induisant l’expression d’ISG54 dès 5h 

post-infection dans la rate et 24h post-infection dans la tumeur. Cette réponse IFN de 

type I peut s’avérer délétère pour l’efficacité du virus oncolytique, neutralisant la 

réplication du VSV dans des cellules AK7 hCD20 dans nos expériences in vitro. 

L’utilisation d’un antagoniste ciblé permet donc de neutraliser ces défenses antivirales 

et de permettre au VSV de se répliquer dans les cellules AK7 hCD20.   

Comme évoqué lors de l’introduction, certaines tumeurs peuvent présenter des 

altérations de la voie IFN. Ces altérations peuvent se manifester en forme d’activation 

constitutive ou de défauts de la voie IFN, au stade de la production d’IFN de type I ou 

dans la signalisation d’IFNAR.  L’efficacité d’une stratégie de neutralisation de l’IFNAR 

tumoral est donc soumise à ces altérations tumeurs dépendantes. 

Lors de la transformation maligne, la voie IFN peut être déclenchée dans la tumeur suite 

à la détection de signaux de danger, provoquant la libération d’IFN de type I. Pour ce 

type de patients, avec une réponse IFN de type I activée dans les tumeurs, l’efficacité de 

l’oncolyse virale peut être diminuée [212]. La notion de temps devient donc vitale dans 

notre stratégie d’antagonisme de l’IFNAR tumoral. Combien de temps à l’avance l’IFNAR 

tumoral doit-il être neutralisé avant l’administration du virus oncolytique afin que les 

ISG ne soient plus exprimés ?  

Par exemple, dans nos expériences in vivo de survie, le VSV et l’antagoniste ciblé étaient 

injectés en même temps. Si la réponse IFN était déjà activée au moment d’administrer 

l’antagoniste, l’efficacité du VSV serait impactée par l’expression d’ISG antiviraux dans 

la cellule tumorale. Dans des expériences préliminaires nous avons observé l’expression 

d’ISG54 dans des tumeurs AK7 hCD20, 10 jours post-implantation. Cette expression 

d’ISG54 n’a pas été observée dans des tumeurs AK7 hCD20 précoces de 3-4 jours post-

implantation, raison pour laquelle nous injections notre combinaison de VSV et 

antagoniste à 3 jours post-implantation. Certains de ces ISG ont une expression précoce, 

comme ISG54, PD-L1 et les protéines Mx. Leur cinétique d’expression suite à la 
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stimulation par des IFN de type I est caractérisée par leur détection dès 4h post-

stimulation, et une diminution prononcée au-delà des 24h [252]. D’autres ISG antiviraux 

peuvent être exprimés au-delà des 24 h, limitant la réplication virale. Dans une de nos 

expériences de survie, l’antagoniste ciblé fut injecté 12h avant le VSV, n’ayant pas d’effet 

sur la survie des souris portant des tumeurs AK7 hCD20. Etant donné la pléthore d ’ISG 

exprimés suite à l’activation d’IFNAR, il serait judicieux de préalablement administrer 

l’antagoniste ciblé en concordance avec les cinétiques d’expression des divers ISG  afin 

de s’assurer de leur absence dans la cellule tumorale. 

Un autre cas est celui où les cellules tumorales exhibent des défauts dans la signalisation 

d’IFNAR, soit par la perte du récepteur, soit par des perturbations des éléments de la 

cascade de signalisation [152]. L’utilisation d’antagonistes d’IFNAR ciblés ne 

présenterait pas de bénéfices, étant donné le dysfonctionnement constitutif de la voie 

de signalisation que nous voulons neutraliser.   

9.4 Comment expliquer le manque d’efficacité de notre traitement 

Comme évoqué, l’action thérapeutique de l’oncolyse virale repose sur deux mécanismes 

d’action : l’action lytique du virus et le déclenchement de réponses antitumorales. Nos 

expériences in vitro ont démontré que la neutralisation de la voie IFNAR à travers 

l’antagoniste ciblé permettait au VSV d’infecter les cellules AK7 hCD20 et B16 hCD20 et 

de les lyser. De plus, nos résultats in vivo montrent une augmentation de génome viral 

dans la tumeur AK7 hCD20 suite à l’administration de la combinaison de VSV et 

d’antagoniste.  Cependant, cette augmentation de la réplication virale du VSV permise 

par la neutralisation de l’IFNAR tumoral ne se traduit pas par une augmentation de la 

survie des souris portant des tumeurs AK7 hCD20.  

Nous pouvons nous interroger sur la stabilité de l’expression de hCD20 dans la tumeur 

AK7, et sur l’impact que cela pourrait avoir sur l’efficacité de l’antagoniste ciblé. Comme 

démontré dans nos résultats complémentaires sur la stabilité de l’expression de hCD20 

de notre modèle AK7, la lignée utilisée exhibe une expression stable du hCD20 jusqu’au 

moins 11 jours post-implantation. Cependant, lors de certaines expériences in vivo, où 

nous mesurons l’expression d’ISG54 dans la tumeur, nous avons observé la présence 

d’une population de cellules de grande taille CD45- hCD20- qui correspond à environ 30-

40 % des évènements enregistrés. Nous ignorons si cette population correspond à 
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d’autres types de cellules du stroma tumoral, telles que des cellules endothéliales ou 

des fibroblastes. Une autre possibilité serait celle de cellules tumorales AK7 dont nous 

ne pouvons plus détecter hCD20 à leur surface, par l’endommagement des épitopes de 

hCD20. Le processus de dissociation enzymatique/mécanique de la tumeur et de 

marquage intracellulaire pourrait endommager la surface cellulaire des cellules AK7 

hCD20, ce qui expliquerait la présence d’une population de grandes cellules non -

immunitaires (CD45-) et hCD20-. Il serait également intéressant de vérifier que 

l’expression de hCD20 soit homogène dans toute la tumeur à travers des techniques 

d’histologie, nous donnant une idée si la tumeur entière est susceptible d’être ciblée par 

l’antagoniste.  

Il est également possible que la disparition du hCD20 chez les souris traitées avec 

l’antagoniste soit due à l’internalisation de hCD20. Dans ce cas, la neutralisation d’IFNAR 

serait trop courte pour permettre une réplication du VSV soutenue et une propagation 

dans la tumeur. Il pourrait être pertinent de faire exprimer aux cellules AK7 un hCD20 

tronqué dans sa partie cytoplasmique pour éviter son internalisation.  

Néanmoins, mes résultats montrent que suite à l’administration de l’antagoniste ciblé 

hCD20/α-mIFNAR1, il n’était plus possible de marquer le hCD20 sur les cellules 

tumorales AK7 dissociées de la tumeur par cytométrie de flux. Ceci semble être une 

confirmation indirecte que notre antagoniste est bien capable de se fixer à sa cible, 

causant l’internalisation de hCD20 ou masquant l’épitope reconnu par l’anticorps anti-

hCD20 utilisé en cytométrie de flux. Malgré que la fixation de l’antagoniste aux cellules 

tumorales semble homogène, nous ne connaissons pas l’amplitude de l’infection par le 

VSV dans la totalité de la tumeur. Il est possible que le VSV en présence de l’antagoniste 

ne se réplique que dans une petite partie de la tumeur, le reste de celle-ci continuant à 

croître. De plus, étant donné la courte durée de la neutralisation avec l’antagoniste, 

nous ne pouvons pas écarter la possibilité que le VSV ne se propage pas assez dans le 

reste de la tumeur. 

Cependant, les résultats préliminaires sur le modèle AK7 IFNAR1KO
 démontrent 

l’efficacité du VSV dans des tumeurs insensibles à l’action des IFN de type I, permettant 

la survie presque totale des souris, spécialement dans le groupe ayant reçu trois 

injections de VSV. Ces résultats sont en concordance avec d’autres modèles tumoraux 
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IFNAR1KO  où l’administration intratumorale d’un virus oncolytique comme le virus de la 

vaccine (VV) induit une régression tumorale totale de la tumeur infectée ainsi qu’un 

effet abscopal dans des tumeurs distantes [228]. Sur cette base, nous pouvons identifier 

les différences entre le modèle AK7 hCD20 et le modèle AK7 IFNAR1KO afin de trouver 

des explications à l’inefficacité de l’antagoniste ciblé combiné avec le VSV. 

Le type de dysfonctionnement d’IFNAR est un point de différence entre nos deux 

modèles AK7. Tandis que dans le modèle IFNAR1KO, ce dysfonctionnement est 

permanent et ne nécessite pas de molécules exogènes, dans le modèle AK7 hCD20, la 

neutralisation de la signalisation IFNAR est transitoire, car elle est médiée par 

l’utilisation d’antagonistes ciblés contre IFNAR1. Ceci implique qu’au moment où 

l’antagoniste est éliminé de l’organisme, les IFN de type I peuvent à nouveau activer 

l’IFNAR des tumeurs AK7 hCD20. Etant donné que dans nos expériences nous avons 

décidé d’administrer l’antagoniste toutes les 12 heures, pendant une durée de 2 ou 4 

jours, nous pouvons nous interroger si cette fréquence d’injection et cette durée sont 

suffisantes pour que le VSV induise une lyse suffisamment importante, libérant assez de 

PAMP pour amorcer une réponse antitumorale [37,245,248].  

Dans ce modèle AK7 IFNAR1KO, une différence de croissance entre les lignées AK7 

IFNAR1KO
 et AK7 hCD20 a été observée. En effet, les souris implantées avec des tumeurs 

AK7 IFNAR1KO
 exhibent une durée de survie plus élevée que les souris portant des AK7 

hCD20. Une des explications possibles est une viabilité in vivo réduite des cellules AK7 

IFNAR1KO. Une plus faible quantité de cellules tumorales à éliminer, et à dose égale de 

VSV injectée, augmenterait la multiplicité d’infection dans le modèle AK7 IFNAR1KO
 vis-

à-vis du modèle AK7 hCD20, entraînant une action lytique du VSV plus efficace. Un autre 

élément pouvant influencer l’efficacité du VSV dans le modèle AK7 IFNAR1KO
 pourrait 

être une réponse antivirale atténuée suite à un ralentissement de la réplication du virus. 

Un cycle cellulaire ralenti peut avoir un impact sur la réplication du VSV, celui -ci ayant 

besoin de l’entrée dans la phase G1 pour permettre la traduction d’ARN viraux en 

protéines virales [253]. La magnitude d’une infection virale joue à son tour un rôle 

important dans l’induction d’une réponse antivirale. Un titre viral  faible induit moins de 

sécrétion d’IFN de type I et donc des réponses immunitaires moins robustes, permettant 

la persistance du virus pendant plus longtemps [254]. Une meilleure caractérisation de 
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la lignée AK7 IFNAR1KO
 pourrait être effectuée afin de déterminer des possibles 

altérations dans le fonctionnement des cyclines/CDK, ainsi que des régulateurs du cycle 

cellulaire comme mTOR. Nous pouvons également envisager d’isoler des cellules AK7 

IFNAR1KO
 à partir de tumeurs, les cultiver à nouveau dans des conditions in vitro et les 

réinjecter afin de vérifier si un passage in vivo a pu les rendre plus agressives et plus 

comparables aux lignées AK7 WT ou AK7 hCD20 en terme de vitesse de croissance. 

Des nouvelles expériences in vivo sur le modèle AK7 IFNAR1KO  pourraient éclaircir les 

questions précédentes. Par exemple, nous pourrions envisager de caractériser 

l’infiltration tumorale au fil du temps, à travers des techniques d’histologie ou de 

cytométrie de flux, déterminant à quel moment, si c’est le cas, la tumeur devient 

« chaude », nous donnant une estimation du temps nécessaire à neutraliser avec notre 

antagoniste.  

9.5 Perspectives du projet 

Suite à l’absence d’effet thérapeutique, le projet pourrait suivre plusieurs perspectives 

regroupées dans deux grands axes : améliorer les paramètres de notre traitement afin 

d’induire un effet thérapeutique et étudier la réponse immunitaire antitumorale induite 

par ce traitement. 

Concernant l’effet thérapeutique, une des problématiques que nous avons rencontrées 

lors de notre première expérience de survie in vivo en combinant 1,5.107 PFUs VSV et 

notre antagoniste ciblé, est la neurotoxicité induite par le VSV. Nous pensons que le VSV 

qui se réplique dans la tumeur se répand dans la souris et atteint la dose toxique à partir 

de laquelle nous observons des effets neurotoxiques. A cause de cela nous avons décidé 

de réduire la dose de VSV jusqu’à 1,5x106 PFU. Cependant les expériences où nous 

démontrions une augmentation de la réplication du VSV dans la tumeur suite à 

l’administration de l’antagoniste ciblé avaient été réalisées avec une dose de 1,5x107 

PFU. Nous n’avons pas d’information sur la réplication du VSV à une dose de 1,5x106 

PFU, qui pourrait s’avérer trop faible pour atteindre la tumeur et causer un effet lytique. 

Nous envisageons donc de continuer à de hautes doses malgré les effets secondaires. 

Le  VSVΔ51, incapable de neutraliser le transport d’ARNm d’IFN-β au cytosol, est plus 

sensible aux effets antiviraux des IFN de type I [255]. Ce VSVΔ51 serait probablement 

moins toxique que le VSV pour les tissus sains et donc mieux toléré chez la souris. Cela 
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nous permettrait d’injecter de hautes doses de ce virus avec moins d’effets secondaires 

liés à la réplication virale dans les tissus sains. Un autre aspect déjà abordé avant dans 

la discussion est la durée de la neutralisation de l’IFNAR tumoral par l’antagoniste ciblé. 

Suite aux expériences sur l’infiltrat tumoral au fil du temps dans les tumeurs AK7 

IFNAR1KO
 traitées par le VSV, nous pourrions avoir une idée du seuil à atteindre dans la 

durée de la neutralisation. Nous pourrions donc tester une neutralisation de plus longue 

durée, et aussi des injections répétées de VSV dans la souris.  

Concernant la caractérisation de la réponse antitumorale induite par notre traitement, 

la réponse IFN de type I étant capable de favoriser les réponses immunitaires innées et 

adaptatives, elle est capable de transformer des tumeurs « froides » peu 

immunogéniques en tumeurs « chaudes ». Il serait donc pertinent d’étudier la 

modification de microenvironnement tumoral suite à la combinaison d’un virus 

oncolytique et un antagoniste de la signalisation d’IFNAR ciblé. L’infiltrat immunitaire 

sera donc caractérisé, notamment la fréquence de populations immunitaires de la 

réponse innée comme les DC, neutrophiles et macrophages, ainsi que des populations 

de la réponse adaptative comme les lymphocytes T CD8+ et lymphocytes T CD4+. 

Egalement, nous étudierons le panel de cytokines libérées suite au traitement avec le 

VSV et l’antagoniste, ainsi que l’expression de protéines de point de contrôle 

immunitaire comme PD-L1 et PD1. Ceci sera réalisé à travers des techniques de 

cytométrie de flux multiparamétrique, complémentées par des techniques d’histologie 

et de transcriptomie. Les résultats obtenus lors de ma thèse ont permis d’obtenir un 

financement INCA-PLBIO d’une durée de 3 ans, nous permettant de mener à bout les 

expériences nécessaires pour améliorer l’efficacité de notre traitement et de 

caractériser la réponse antitumorale. Si cela nous permet de prouver la capacité  

d’antagonistes ciblés d’IFNAR à améliorer l’effet oncolytique du VSV, ce genre de 

molécules recombinantes pourrait devenir un outil inestimable pour la recherche 

scientifique en oncolyse virale et immunothérapie tumorale.  

9.6 La versatilité de cette stratégie de ciblage peut être utile sur d’autres cibles  

La stratégie de ciblage par avidité peut être utilisée pour moduler la réponse IFN, soit en 

l’activant sur des populations immunitaires particulières [185,244] soit en la neutralisant, 
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comme dans le cadre de mon projet de thèse. Nous pourrions également imaginer 

d’autres applications pour ce genre de molécules recombinantes.  

Par exemple, la combinaison d’antagonistes ciblés d’IFNAR et des AcTaferons utilisés 

dans les travaux de Cauwels et al. Le manque d’efficacité thérapeutique suite au 

traitement de VSV plus antagoniste ciblé d’IFNAR pourrait être du à une faible 

immunogénicité de la tumeur. Comme démontré, les AcTaferons sont capables d’activer 

la signalisation d’IFNAR dans les DC et d’amorcer une réponse antitumorale totale. Ceci 

pourrait améliorer la présentation d’antigènes tumoraux libérés par l’action lytique du 

VSV dans les tumeurs traitées avec l’antagoniste, améliorant potentiellement l’effet 

thérapeutique. 

Ces outils de modulation de la signalisation d’IFNAR peuvent être d’une grande utilité 

dans la caractérisation du rôle que les IFN de type I peuvent jouer dans les réponses 

antitumorales. En changeant la cible du nanobody de haute affinité nous pourrions 

activer ou neutraliser la signalisation d’IFNAR dans une population cellulaire exprimant 

un marqueur de surface particulier et étudier son impact dans la réponse immunitaire. 

Par exemple, grâce aux immunocytokines nommées « AcTaFerons », les travaux de 

Cauwels et al. ont pu démontrer le rôle essentiel de la signalisation d’IFNAR dans les DC  

Clec9A+ qui activent leur capacité de présentation d’antigènes tumoraux ce qui 

provoque le rejet des tumeurs [246].  

La neutralisation d’IFNAR à travers des antagonistes ciblés comme ceux utilisés dans ce 

projet pourrait nous permettre de déterminer quelles cellules sont essentielles à l’effet 

antitumoral induit par la réponse IFN de type I déclenchée par l’oncolyse virale. Ce genre 

d’antagonistes ciblés serait un outil alternatif à la neutralisation d’une voie de 

signalisation par des techniques d’édition génétique comme à travers l’utilisation de 

nucleases de doigts de zinc (ZFN), de « Transcription activator-like effector nucleases » 

(TALENs) ou de CRISPR/Cas9, beaucoup plus chronophages.  

La versatilité de cette technique permet d’échanger les spécificités de ciblage avec 

d’autres nanobodies ou cytokines mutantes afin de cibler une pléthore de voie de 

signalisation et de types cellulaires particuliers.  
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D’autres familles de cytokines comme les interleukines peuvent également devenir des 

cibles intéressantes. L’IL-2 joue un rôle important dans l’activation et l’expansion de 

lymphocytes T et de cellules NK antitumoraux, cependant l’IL-2 peut également induire 

l’expansion et activation de lymphocytes CD4+ Treg, impliqués dans l’inhibition de 

réponses immunitaires antitumorales [256]. Afin d’éviter l’activation du récepteur d’IL-

2 sur des lymphocytes Treg nous pourrions imaginer utiliser des agonistes ciblés 

composés par un nanobody de haute affinité contre CD8 ou CD11b et une IL-2 mutante 

de basse affinité pour son récepteur.  

Une autre voie de signalisation impliquée dans la progression tumorale et qui soulève 

beaucoup d’intérêt dans la thérapie contre le cancer, serait par exemple la voie TGF-β. 

Tandis que l’activation de cette voie peut engendrer des effets pro -inflammatoires 

bénéfiques aux réponses immunitaires antitumorales dans le stade initial de la 

progression tumorale, elle peut également induire la différentiation de fibroblastes 

associés au cancer (CAF) impliqués dans la remodélisation du stroma tumoral favorable 

à la tumeur [257,258]. Dans ce cas particulier, nous pourrions donc envisager des 

antagonistes ciblés composés d’un nanobody de haute affinité contre un marqueur de 

fibroblaste comme la protéine vimentine (Vim) et un nanobody antagoniste de basse 

affinité contre un des récepteurs du TGF-β comme TGFBR2. Cependant, l’existence de 

multiples récepteurs du TGF-β et la complexité de l’activité de cette cytokine selon le 

type cellulaire et le moment dans la progression tumorale dans lesquels elle agit, 

rendent ce genre de stratégie assez imprévisible.  
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10 Conclusions 

Les travaux présentés dans cette thèse ont permis la mise en place de nouvelles 

molécules recombinantes capables de neutraliser la signalisation d’IFNAR 

spécifiquement dans les cellules tumorales, en combinaison d’un virus oncolytique 

comme le VSV. Les antagonistes ciblés α-mIFNAR1 sont capables de neutraliser la 

signalisation d’IFNAR spécifiquement dans des cellules tumorales exprimant le CD20 

humain, inhibant l’expression d’ISG et désactivant les défenses antivirales des cellules 

tumorales. Ceci permet au VSV de se répliquer spécifiquement dans les cellules 

cancéreuses dans des modèles in vitro et in vivo. Cependant, cette augmentation de la 

réplication du VSV dans la tumeur traitée avec notre antagoniste ne permet pas jusqu’à 

présent d’induire un effet thérapeutique robuste. 

Plus de recherches sont nécessaires pour élucider les questions concernant l’absence 

d’effet thérapeutique in vivo et les mécanismes immunitaires déclenchés par notre 

traitement. Finalement, ce nouveau type d’antagoniste ciblé peut être également un 

puissant outil dans l’étude de la réponse IFN de type I, permettant une neutralisation 

spécifique à des populations cellulaires exprimant un marqueur de surface particulier 

sans avoir recours à des techniques d’édition génétique.  
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