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1. Le meésothéliome pleural malin

A. Généralités et physiopathologie du MPM

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer agressif rare de la plévre.
Sa premiére description, par Joseph Lieutaud, date de 1767. Apres avoir été
caractérisé dans les années 30 par Klemperer et Rabin, le MPM a finalement été
reconnu tardivement comme une pathologie cancéreuse a part entiere dans les
années 60!. Habituellement associé a une exposition chronique a I'amiante, son
incidence progresse malgré l'interdiction d’utilisation dans les pays de I'ouest, le temps
d’apparition de la maladie aprés exposition étant généralement supérieur a 30 ans?.
L’absence de symptéme en début de maladie rend le diagnostic trés tardif, avec une
durée de vie réduite. De plus, les modalités thérapeutiques conventionnelles telles que
la chimiothérapie ou la radiothérapie présentent une efficacité limitée et sont plutét
considérées comme palliatives®. Le MPM se développe a partir des cellules
meésothéliales du mésothélium (Figure 1) de la plevre. Les patients présentent
généralement une dyspnée, des douleurs de la paroi thoracique et un épanchement
pleural. Le diagnostic n'est souvent posé qu'a un stade avancé de la maladie et la
survie médiane des patients non traités est inférieure a 1 an. L'espérance de vie

moyenne d'un patient traité est de 18 a 31 mois*.
B. Epidémiologie du MPM

Les données les plus récentes sur la consommation d’amiante dans le monde
indiquent que celle-ci a significativement diminué depuis que des interdictions ont été
promulguées dans un grand nombre de pays a partir des années 1970. Cependant, la
période de latence entre I'exposition au cancérigene et I'apparition de la maladie étant
supérieure a 30 ans, nous constatons I'apparition d’un pic épidémiologique de la
maladie avec 30 000 nouveaux cas en 2020 dans le monde selon l'organisation
mondiale de la santé (OMS). Malgré cela, le MPM reste une maladie rare,
particulierement chez les sujets jeunes avec une forte augmentation du taux
d’incidence a partir de 50-60 ans. |l touche d’avantage d’hommes que de femmes,
cette différence étant attribuée a des expositions professionnelles a I'amiante plus

importante dans la population masculine. En effet, pour les personnes =80 ans, les
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taux d’incidence des hommes aux Etats-Unis et en Europe sont respectivement de
18,9 et 22,8 pour 100 000 ; pour les femmes, ils sont de 3,0 et 3,4 pour 100 000°2,

Gril costal
Fascia endothoracique
S — Vaisseaux sanguins et lymphatiques

/4 a\) J. Couche sous-pleurale
9 W
/'/ "‘ TS = Plan fibro-élastique superficiel
Plévre pariétale —74 - Couche sous-mésothéliale Plévre Pariétale
'," —— Mésothélium
Cavité pleurale ,‘7" — Cavité pleurale
(f Plévre viscérale
Plévre viscérale i L
/ ‘fl /) . Couche sous-pleurale
Poumon mw //
N » S
g - Plan fibro-élastique profond

—_— Poumon

Figure 1: La plévre. La plévre est une fine membrane élastique constituée de I'apposition de
2 feuillets (viscéral et pariétal) formant un sac pleural clos appelé cavité pleurale qui recouvre
les poumons et le cceur, et tapisse la paroi de la cavité thoracique. Le liquide pleural lubrifiant
contenu entre les deux feuillets permet, par glissement, les mouvements des poumons, du
ceeur et des organes internes®. D’un point de vue histologique, la plévre est une séreuse fine
composée de 3 couches cellulaires : Un mésothélium reposant sur une couche sous-
mésothéliale et un plan fibro-élastique superficiel.

C. Etiologie du MPM

Les causes étiologiques du MPM sont complexes. Actuellement, la plupart (70
a 90 %) des cas de mésothéliome pleural en Europe et en Amérique du Nord sont
causés par une exposition a lI'amiante. En effet, entre 2 et 18 % des travailleurs
exposés aux formes commerciales d'amiante amphibole ont développé un
mésothéliome pleurall. De fait, le risque de développer un mésothéliome parait
dépendant du type de fibre, les fibres les plus courtes (chrysotile) étant supposées

moins cancérigénes que les fibres longues (amphibole)®.

D’autres étiologies alternatives, représentant une petite fraction des tumeurs,
peuvent étre établies méme si la grande majorité des MPM non clairement attribuables
a l'amiante sont d’origine idiopathique. Dans un premier temps, d’autres fibres
minérales que I'amiante peuvent étre a l'origine de la transformation tumorale des

cellules mésothéliales de la plevre. On compte parmi elles I'érionite, la fluoro-edenite,
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la balangeroite, pour lesquels des cas cliniques ont été répertoriés, ou enfin les
nanotubes de carbone, largement utilisés dans l'industrie. Cependant, méme si ces
derniers peuvent induire des mésothéliomes chez I'animal, il n'existe pas encore de
données épidémiologiques humaines a leur sujet'%!!, Globalement, la présence d’une
inflammation chronique de la plevre ou des poumons semble contribuer au
développement de mésothéliome??. La radiothérapie pour le traitement d’'une premiére
tumeur, notamment pour des lymphomes d’Hodgkin ou non-Hodgkinien, est citée
comme une des causes reconnue de mésothéliome avec un risque relatif jusqu’a 30

fois supérieurts.

Le virus simien 40 (SV40), un polyomavirus a ADN infectant naturellement les
macaques, a été montré comme tumorigénique chez les rongeurs apres injection
intrapleurale. De plus, des protéines du SV40 présentent un rbéle oncogénique,
notamment via l'inactivation des suppresseurs de tumeurs p53 et de la protéine du
rétinoblastome (pRB : retinoblastoma protein) et I'activation d’oncogénes comme le
facteur de croissance apparenté a l'insuline (IGF-1 : insuline-like Growth Factor), le
récepteur du facteur de croissance des hépatocytes (HGFR : hepatocyte growth factor
receptor ou c-Met) et de la voie des mitogen-activated protein kinase (MAPK). Entre
1954 et 1963, la contamination de vaccins contre les poliovirus préparés a partir de
lignées de cellules de culture de tissus rénaux de singe infectées a largement exposé
la population humaine au SV40. Cependant, I'inconsistance des résultats des études
épidémiologiques ne permet pas de conclure sur le role étiologique du SV40 dans le

mésothéliome humaini,

Enfin, un certain nombre de rapports suggerent qu’il existe des prédispositions
génétiques au MPM. En effet, la mutation ou la délétion germinale de la protéine 1
associée a BRCAL (breast cancer 1) (BAP1 : BRCAl-associated protein 1), qui joue
un role dans la progression du cycle cellulaire, la réparation des dommages a I’ADN
et la différenciation cellulaire, confere un haut risque de développement de MPM, se

manifestant sous forme familiale1®.
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D. Particularités tumorales du MPM

Le MPM est un cancer principalement provoqué par l'inhalation de fibres
d’amiante. Si les mécanismes de carcinogénése des fibres d’amiante ne sont pas
encore parfaitement établis, plusieurs théories font néanmoins relativement
consensus. Dans un premier temps, la théorie du stress oxydatif, la plus reconnue,
soutient que I'incapacité des cellules phagocytaires a digérer les fibres d’amiante induit
un environnement particulierement inflammatoire et un stress oxydatif important
favorable a 'apparition de mutations carcinogénes®®. Ensuite, la théorie controversée
de « l'enchevétrement chromosomique » soutient que lI'amiante provoque des
anomalies chromosomiques structurelles et numériques par interaction directe avec
'ADN lors de la division cellulaire. Enfin, la théorie de l'adsorption montre que la
présence de fibres d’amiante dans les poumons potentialise I'action cancérigéne de
certains composants de la fumée de cigarette en les piégeant de par leur charge

négative ou positivel’.

L’ensemble des mutations induites directement et indirectement par la présence
d’amiante permet la transformation tumorale des cellules mésothéliales, modifiant le
fonctionnement de nombreuses voies de signalisation et augmentant ainsi le nombre
de cellules qui survivent apres une exposition au cancérigene. La présence de cellules
tumorales participe ensuite au bouleversement du microenvironnement déja largement

modifié par la présence de fibres d’amiante.

Le MPM présente une charge mutationnelle relativement faible comparée a la
plupart des cancers, surtout si on considére son lien avec l'exposition a un
cancérigene. Tout d’abord, les études génomiques réalisées révelent que les
principales mutations retrouvées sont essentiellement des pertes de fonction ou des
altérations du nombre de copies de génes suppresseurs de tumeurs'®® Trois

altérations génétiques sont particulierement définies dans le MPM?°,

Les plus fréguentes sont les délétions homozygotes (HD : homozygous
deletion) du géne inhibiteur de la kinase dépendante de la cycline 2A (CDKNZ2A :
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) dans la région p21.3 du chromosome 9. Le gene
CDKNZ2A code pour les suppresseurs de tumeurs p16'NK4A et p14ARF, régulateurs du
cycle cellulaire. En effet, la protéine p16 est un inhibiteur des kinases dépendantes

des cyclines (CDK : cyclin-dependent kinase) 4 et 6 et active la protéine pRB pour
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bloquer la transition de phase G1 a S. La protéine p14 active le suppresseur de tumeur
p532%L. L’équipe les a étudiés en collaboration avec le Dr Didier Jean du Centre de
Recherche des Cordeliers sur une collection de 78 cultures primaires de mésothéliome
a partir de biopsies. Ces HD de CDKN2A ont été retrouvés chez 73% des patients et
s’étendent jusqu’au locus contenant les 16 génes qui codent pour les interférons (IFN)
de type | (IFN 1) chez 23% des patients??. De plus, les études d’hybridation in situ en
fluorescence (FISH : fluorescence in situ hybridization) évaluent que les HD de
CDKNZ2A touchent 60 a 80% des patients®*-2%, Dans I'étude du The Cancer Genome
Atlas (TCGA) sur 87 patients, les DH de CDKN2A ont été retrouvées chez 49%. Ce
résultat est plus faible car la présence de cellules saines dans certaines biopsies de
tumeurs peut géner la détection de ces HD*®.

Les altérations du gene neurofibromatose 2 (NF2) sont constatées dans 45-
50% des cas sous forme de HD, de mutations d’épissage ou de mutations tronquées.
NF2 code pour la protéine merlin impliquée dans les jonctions adhérentes qui régulent
I'adhésion intercellulaire'®?6, Sa perte favorise l'invasion tumorale. Enfin, la perte de
BAP-1 est décrite dans au moins 45% des MPM diffus, principalement de type
épithélioide>'®. BAP1 code pour une protéine désubiquitinylase impliqguée dans
différents mécanismes cellulaires comme la réparation de ’ADN et la régulation de la
transition G1/S lors du cycle cellulaire?’. Des analyses génomiques complétes ont
démontré que d’autres génes sont frequemment mutés dans le MPM, dont des
régulateurs épigénétiques : TP53, WIF1, SETD2, DDX3X, ULK2, RYR2, CFAP45,
SETDB1 et DDX51, SF3B1 et TRAF717-19.28,

Ensuite, la transformation tumorale des cellules mésothéliales implique
également la surexpression de protéines sans véritable amplification géniquel’. Ainsi,
'expression de différents récepteurs a tyrosine kinase a été décrite comme fortement
activée lors du processus de tumorigénese du MPM. De fait, le récepteur au facteur
de croissance épidermique (EGFR : epidermal growth factor receptor) est surexprimé
dans 50 a 95% des cas de MPM. L’autophosphorylation de ce récepteur induit une
activation constitutive de la voie, dont la cascade de signalisation passant notamment
par les MAPK entraine I'expression de proto-oncogenes et donc une forte croissance
cellulaire?®30. Les suractivations des voies de I'lGF-I31, de 'HGF lié a la voie c-Met (ou
HGFR), du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF : platelet-derived
growth factor)®? et du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF :
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vascular endothelial growth factor)®® ont également été décrites comme

caractéristiques du MPM.

Enfin, d’autres voies sont décrites pour leur role dans le processus de
transformation tumorale et d’'invasion, comme la voie de la phosphoinositide 3-kinase
/ protéine kinase B (PI3-K/AKT ou PKB : phosphoinositide 3-kinases / Protein kinase
B), les voies du nuclear factor-kappa B (NF-kB) et de I'inflammasome34, ainsi que la

voie de signalisation Hippo!’.
E. Diagnostic et biomarqueurs du MPM

Il N’existe pas de programme de dépistage du MPM. Ainsi, le diagnostic, le
pronostic et le suivi clinigue de ce cancer sont actuellement permis par un ensemble
de techniques d’imagerie et d’immunohistochimie, a la lumiére d’'une potentielle
exposition a I'amiante. Néanmoins, le MPM étant un cancer présentant certaines
caractéristigues moléculaires spécifiques, plusieurs biomarqueurs sanguins sont a

I'étude.
1. Imagerie du MPM

Actuellement, la tomodensitométrie (TDM) est utilisée pour diagnostiquer et
suivre le traitement du MPM. Cette technique permet de mettre en évidence la
présence de plaques avec un épaississement et un épanchement pleural. Les tumeurs
peuvent étre localisées ou diffuses. L’analyse volumétrique permet I'estimation d’un
premier pronostic, la taille de la plaque tumorale étant fortement corrélée avec la survie
du patient. Ensuite, I'étendue de la maladie peut étre évaluée grace a I"imagerie
meétabolique avec la tomographie par émission de positrons au fluorodéoxyglucose
marqué au 18F, révélant les évolutions extra thoraciques de la maladie. L'invasion du
diaphragme peut également étre diagnostiquée grace a l'imagerie par résonance
magnétique (IRM)35.

2. Cytologie du MPM

En 2015, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a classé le MPM en trois
sous-types histologiques majeurs. Ainsi, le MPM épithélioide est caractérisé par des

cellules cuboides et des noyaux visibles (50% a 70%), le MPM sarcomatoide présente
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des cellules allongées en forme de fuseau (10% a 20%) et la troisieme catégorique est
représentée par des cellules & phénotype intermédiaire, le MPM biphasique (10% a
20%). Le MPM épithélioide est le plus fréquent et son pronostic plus favorable®28,

La cytologie est souvent la procédure de diagnostic réalisée sur le patient en
premiere intention car la présence d’'un épanchement pleural est généralement le
premier signe clinique du MPM et son soulagement par drain permet une analyse des
cellules récoltées dans le liquide extrait. Cependant, I'invasion du tissu adipeux sous-
pleural, premier critére de malignité, n’est pas évaluable par cette méthode, qui ne
permet donc pas la distinction entre les lésions bénignes et malignes de la pléevre. De
plus, les MPM de type sarcomatoide rejettent relativement peu de cellules dans la
cavité pleurale3®. C’est pourquoi une imagerie suggérant un MPM doit toujours étre
accompagnée d'une confirmation immunohistochimique du diagnostic, réalisée sur
des fragments de tissus cancéreux obtenus par biopsie. Certains patients ne pouvant
pas bénéficier d’une biopsie, la cytologie reste néanmoins une technique de diagnostic

fiable, méme si sa sensibilité est plus faible (35-75%)3".

3. Immunohistochimie du MPM

I nexiste pas de marqueur spécifique du MPM. Ainsi, selon les
recommandations du Groupe international d’intérét du mésothéliome (IMIG
international mesothelioma interest group), un panel de différents marqueurs
spécifigues du MPM et de I'adénocarcinome pulmonaire, principal cancer avec lequel
le MPM peut étre confondu, a été établi. Les marqueurs de MPM les plus
classiqguement analysés actuellement sont la calrétinine, les cytokératines 5/6, le
Wilms' Tumor 1 (WT-1), le D2-40 ou podoplanine, la mésothéline (MSLN) et la mucine
transmembranaire hautement glycosylée (MUC1). Les marqueurs d’adénocarcinome
pulmonaire sont I'antigéne carcinoembryonnaire (CEA : carcinoembryonic antigen),
B72.3, BG8, BerEP4, MOC-31 et derniérement, la claudine 43.

4. Biomarqueurs du MPM

L’utilisation de biomarqueurs est a I'heure actuelle un outil précieux pour la
caractérisation du MPM et son pronostic. Leur utilisation pour le dépistage, le
diagnostic ou le suivi de I'évaluation du MPM étant une problématique récente et

devant encore étre évaluée, les recherches en ce sens sont néanmoins
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particulierement encouragées et quelgues données prometteuses ont par ailleurs été

publiées?.

Ainsi, Le peptide apparenté a la meésothéline soluble (SMRP : soluble
mesothelin-related peptides), une forme soluble de MSLN qui est libérée dans la
circulation par les cellules tumorales, est le seul biomarqueur approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) pour le diagnostic du MPM, en particulier pour
distinguer les pathologies liées a I'amiante. Certaines études mettent également en
évidence la SMRP comme permettant de faire la distinction entre le MPM et les
métastases pleurales®®-4°. Notamment, une méta-analyse de I'efficacité diagnostique
de la SMRP soluble chez >4000 patients a estimé la sensibilité et la spécificité a 47%

et 95%, respectivement*?,

Les principaux autres biomarqueurs en étude pour le MPM sont la high mobility
group box 1 (HMGB1)*%3, le facteur mégacaryocytes de potentialisation (MPF :
megakaryocyte potentiating factor)**, l'osteopontine (OPN)* et la Fibuline3
(FBLN3)346, Cependant, ces marqueurs ne sont considérés que comme des
informations pronostiques. Notre équipe a participé a la mise en évidence de nouveaux
marqueurs de MPM et d’adénocarcinome pulmonaire prometteurs a partir de liquides
pleuraux tels que le collagene de type Il (Col3Al : collagen Type IIl Alpha 1 Chain),
la chimiokine chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2) et la galactine-3*’. Nous avons
notamment constaté une amélioration de la sensibilité du diagnostic lors de la
combinaison des marqueurs CCL2/SMRP/Galectine-34.

D’autre part, les analyses des profils d'expression des micro-ARN du MPM
présentent des résultats prometteurs. De fait, 'hétérogénéité extréme des résultats
retrouvée aujourd’hui est essentiellement liée a la récente émergence de ce domaine
d’étude?®. La maturation de cette voie de recherche devrait sans doute donner des

résultats intéressants dans les années qui viennent.
F.  Traitements du MPM

Le MPM est un cancer tres agressif dont la survie médiane n’excéde pas une
année et pour lequel aucune thérapie curative n’est actuellement efficace. Les
traitements de référence actuels, qui n’ont pas été modifiés depuis 2009, ne prolongent

la médiane de survie des patients que de quelques mois®’. Cependant, bien qu’aucun
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biomarqueur prédictif ne soit officiellement utilisé en clinique, l'identification précise de
I'histologie du MPM et la présence de marqueurs moléculaires tels que le ligand de
mort programmée 1 (PDL-1 : programmed death-ligand 1), BAP-1 et CDKN2A sont
d'une importance pronostique et permettent de déterminer un plan de traitement
optimal®. De plus, méme si les progres thérapeutiques demeurent modestes, de
nombreuses nouvelles options de traitement voient le jour. Ces innovations récentes
poussent a I'approfondissement de ces recherches afin de faire évoluer le traitement
du MPM.

1. Chirurgie

L’établissement d’une stadification précoce de la maladie associée a une
sélection drastique des patients ayant un statut de performance tolérable et une
réserve cardiorespiratoire permet de déterminer leur éligibilité & une prise en charge
chirurgicale (1 a 2% des patients)3. Celle-ci consiste en deux types d’intervention : la
pleurectomie/décortication (P/D) correspondant a une résection de la plévre pariétale
et viscérale et la pleuro-pneumectomie extrapleurale (PPE) qui consiste a réséquer la
totalité du poumon, de la plévre, du péricarde et une partie du diaphragme®°. Ces
mesures sont trés invasives, difficiles a supporter pour le patient, et n’apportent pas
ou peu de bénéfice en terme de survie globale et de survie sans maladie chez les
patients, avec ou sans traitement®. Néanmoins, pour les rares patients pouvant
profiter d’'une intervention chirurgicale dans le cadre d'un traitement multimodal, les
directives ERS/ESTS/EACTS/ESTRO recommandent une P/D étendue plutdt qu'une

PPE afin de préserver une bonne qualité de vie postopératoire?.

2. Radiothérapie

La radiothérapie (RT) joue un réle important dans la prise en charge du MPM
et peut étre administrée dans un cadre adjuvant, néo adjuvant et palliatif. Cette
approche permet notamment un trés bon contrble de la maladie apres une prise en
charge chirurgicale®>. Néanmoins, il s’agit d'une approche thérapeutique

particulierement agressive et qui n’est proposé qu’a un nombre restreint de patients?.
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3. Chimiothérapie

Bien que le MPM soit une tumeur peu chimiosensible, l'initiation précoce d'une
chimiothérapie pour les formes inopérables est préférable. La chimiothérapie est donc
la premiére ligne de traitement du MPM, a base de cisplatine (sels de platine),
meédicament le plus efficace en termes de taux de réponse, et de pémétrexed,
associée a une supplémentation en acide folique et en vitamine B122°. Les sels de
platine sont des agents alkylants. lls se lient aux guanines, formant des ponts
anormaux entre les deux brins de I'ADN. Le complexe ADN-platine, appelé adduit,
inhibe la réplication de I'ADN en bloquant la progression des enzymes de réplication
le long de la molécule, entrainant un effet cytotoxique®3. Le pémétrexed est un anti-
métabolite analogue de I'acide folique. Il inhibe I'action d’enzymes folate-dépendantes,
jouant un réle clef dans la biosynthese de novo de la thymidine et des nucléotides

purigues, empéchant ainsi la division cellulaire®*.

4. Immunothérapies

L’'immunothérapie est une stratégie thérapeutique récente ayant révolutionné le
traitement de nombreux cancers, notamment grace aux inhibiteurs de points de
contréle immunitaires (ICP : immune check point). Les ICP sont des régulateurs du
systeme immunitaire, notamment des lymphocytes T (LT), jouant un réle crucial dans
la tolérance du soi. Certaines cellules tumorales sont capables d’exprimer ces points

de contréle afin d’inhiber I'action des cellules immunitaires contre la tumeur.

Dans le cadre du MPM, la présence d’infiltrat lymphocytaire dans la tumeur chez
les patients souffrant d'un MPM étant corrélée avec un bon pronostic®®, le traitement
par inhibiteur d'ICP permet de lever linhibition des LTs induite par les cellules
tumorales et améliore considérablement la survie globale des patients. De ce fait, la
FDA a récemment approuvé l'ajout de deux inhibiteurs d’'ICP comme option de
traitement de premiére ligne pour les MPM inopérables3®. L’association nivolumab, un
anti-programmed cell death 1 (PD-1) et ipilimumab, un anti-cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4) est maintenant un traitement de premiére ligne du MPM
non résécable. Les protéines PD-1 et CTLA-4, exprimées par les LT activés,
interagissent avec leurs récepteurs respectifs, PD-L1, souvent surexprimé par les

cellules tumorales, et les molécules de costimulation CD80 et CD86, exprimées par
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les cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Cette interaction inhibe I'action des LT
via une boucle de rétrocontréle négative. De plus, les LTs régulateurs (Treg) expriment
de maniére constitutive CTLA-4 qui participe a leur fonction suppressive des réponses
T56:57, | ’association de ces deux inhibiteurs d’ICP a certes démontré sa supériorité en
termes de survie globale par rapport a I'association cisplatine-pémétrexed. Cependant,
le risque de progression initialement augmenté chez les patients recevant cette
association conduit la Haute Autorité de Santé (HAS) a recommander une utilisation

prudente de cette double immunothérapie.

Par ailleurs, d’autres immunothérapies ciblées non basées sur les inhibiteurs
d’ICP ont pu donner des résultats intéressants. Notamment, un essai clinique de phase
lIl a également montré que I'association du bevacizumab (anti-VEGF), un inhibiteur de
'angiogenése, au cisplatine et pémétrexed améliorait la survie globale des patients,

bien que cet anticorps ne soit actuellement pas commercialisé dans cette indication®8-
60
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2. La Virothérapie oncolytigue

A. Historique

Les premiéres observations rapportées des effets oncolytiques des virus ont été
réalisées dans les années 1880 lors de rémissions de leucémies apres infection a
influenza virus®. Au début du XXéme siécle, de nombreuses observations d’activité
anticancéreuses attribuables a un virus ont été recensées. Notamment, la régression
de cancers du col de l'utérus aprés vaccination contre le virus de la rage, de lymphome
de Burkitt et de Hodgkin aprés infection par le virus de la rougeole et d’autres cas de
lyses tumorales par le virus de la maladie de Newcastle et le virus de la grippe®?. C’est
pourquoi dans les années 1950 et 1960 émergent un certain nombre d’essais
précliniques et cliniques dans l'objectif de comprendre et d’exploiter les fonctions
anticancéreuses des virus. Malgré le fait que certains virus pathogénes pour ’homme
aient pu démontrer de remarquables propriétés anticancéreuses dans des
circonstances favorables encore aujourd’hui méconnues, la majorité d’entre eux n’ont
démontré a I'époque qu’une efficacité transitoire, avec de nombreux effets secondaires
non négligeables dus a leur forte pathogénicité. En ce qui concerne I'utilisation des
virus non humains, ils ont montré des résultats prometteurs lors d’études précliniques
sur des rongeurs mais ont majoritairement échoué a améliorer la survie des patients
humains, démontrant surtout la vacuité de certaines études sur des modeéles animaux,

notamment lors de I'étude du tropisme de souches virales®3.

Al'époque, I'étude des virus, tout comme la biologie moléculaire, en était encore
a ses balbutiements et I'élan de leur utilisation comme agents antitumoraux s’est
rapidement essoufflé, notamment devant la difficulté a modifier leurs propriétés
infectieuses et tropiques. Ce sont 'émergence des techniques de génie génétique et
la possibilité de modifier les génomes viraux facilement qui ont donné un nouveau
souffle a la virothérapie oncolytique au début des années 1990, appuyées par une
meilleure compréhension des meécanismes de fonctionnement des virus et de

'immunologie humaine.
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B. Principe

La virothérapie oncolytique consiste en l'utilisation d’'un virus capable de se
répliquer spécifiquement dans les cellules tumorales et de les lyser directement, sans
pour autant lyser les cellules saines. Certains virus présentent une capacité naturelle
a se repliquer préférentiellement dans les cellules tumorales tandis que d’autres virus
peuvent étre modifiés afin de les rendre dépendants des voies cellulaires ou des

mécanismes particuliers retrouvés dans les cellules cancéreuses®.

Cependant l'efficacité de cette thérapie réside en réalité essentiellement dans
la capacité des virus a induire une réponse immunitaire anti-tumorale®. En effet, la
lyse directe des cellules tumorales favorise la mise en place d’un infiltrat immunitaire
dans la tumeur et le retour d'une réponse adaptative en modulant le

microenvironnement immunosuppresseur®®.

1. Induction d’'une mort cellulaire immunogéne par les virus

oncolytiques

Pendant longtemps, la mort cellulaire était considérée comme une
conséquence inévitable, signifiant simplement le disfonctionnement et l'arrét de la vie
cellulaire. Cependant, un grand nombre de preuves expérimentales accumulées au
cours des derniéres décennies montre que des processus complexes, génétiquement
codés, sont a I'ceuvre lorsqu’il s’agit d’éliminer des cellules superflues, endommagées
ou dangereuses. Ces mécanismes difféerent selon le contexte cellulaire et adressent
des messages subtils aux cellules environnantes, garantissant ainsi le bon
fonctionnement tissulaire®”. La pyroptose, I'apoptose et la nécroptose sont les voies
de mort cellulaire programmeées les plus couramment étudiées. Celles-ci font partie
intégrante de la réponse immunitaire innée antivirale de I'n6te. Méme s’il a été montré
gue ces trois voies peuvent étre activées pendant une infection virale, il a été
également montré que linfection par un virus favorise essentiellement une mort
inflammatoire servant de levier a la mise en place d’un mécanisme antiviral®®. En effet,
la cellule, en réponse a une infection virale, va déclencher des programmes de mort

immunogéne permettant d’alerter le systéme de défense de I'organisme®°.

Dans le cadre de la virothérapie oncolytique, il a été montré que cette mort

immunogéne est dans un premier temps caractérisée par l'expression et/ou la
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libération de motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP : damage
associated molecular pattern). Parmi eux est couramment décrite I'exposition a la
surface des cellules tumorales mourantes d’'une protéine chaperonne du réticulum
endoplasmique (RE), la calréticuline (CALR). De I'adénosine triphosphate (ATP), la
protéine HMGBL1 et d’autres protéines de choc thermique (HSP : heat shock proteins)
telles que HSP27, 70 et 90 pro-inflammatoires sont aussi relarguées dans le milieu
extracellulaire®®. Les virus oncolytiques favorisent également la libération de cytokines
pro-inflammatoires et de chimiokines par les cellules tumorales telles que les IFN | et
I, les interleukines (IL) IL-6, IL-7, IL-18, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a :
tumor necrosis factor a), les ligands de chimiokines (CXCL : chemokine (C-X-C motif)
ligand) CXCL9, CXCL10 et CXCL11°. Lors de la lyse, on constate enfin la libération
de motifs moléculaires associés aux agents pathogenes (PAMP : pathogen-associated
molecular pattern) dans le milieu tumoral ainsi que d’antigénes associés a la tumeur

(TAA : tumor associated antigen)’?.

2. Mise en place d’'une réponse immunitaire antitumorale

La libération de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines permet le
recrutement par chimiotaxie de cellules immunitaires, dont des CPA (mastocytes,
macrophages et cellules dendritiques (DC : dendritic cells)). Ces cellules, notamment
les DCs, peuvent alors internaliser les antigenes provenant de la lyse cellulaire et du
virus. La libération des DAMPs et des PAMPs dans le microenvironnement tumoral,
associée a l'inflammation locale, permet leur activation (maturation), se caractérisant
entre autres par une augmentation du CD83, des molécules de co-stimulation CD80
et CD86 (aussi appelées B7-1 et 2), d’une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
et d’'une diminution de l'activité phagocytaire. Le changement d’expression de leurs
récepteurs a chimiokine pour des récepteurs spécifiques des chimiokines sécrétées
par les cellules des organes lymphoides secondaires permet leur migration afin de

présenter les antigénes phagocytés aux LTs et lymphocytes B (LB)"?~74.

3. ROle des lymphocytes T

Les LTs jouent un rdle anti tumoral central, notamment dans le MPM>5.
Effecteurs de la réponse immunitaire adaptative, ils sont la clef de voute de l'efficacité
thérapeutique des virus oncolytiques (OV : oncolytic virus). Les DCs sont considérées
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comme médiatrices innées de la réponse immunitaire adaptative effectrice menée par
les LTs. A leur arrivée dans les organes lymphoides secondaires, elles présentent les
peptides issus d’antigénes internalisés sur le site tumoral infecté via des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ces voies de présentation sont

résumées dans la figure 27576,

Le contexte cytokinique associé a la présentation antigénique par les DCs dans
les ganglions lymphatiques induit I'activation de LT CD4+ et CD8+ spécifiques des
antigénes présentés. Les LTs atteindront ensuite le site tumoral via la circulation
sanguine ou ils exerceront leurs activités cytotoxiques contre les cellules cancéreuses

exprimant les antigénes les ayant activés, notamment les TAAs"’.

L’activité cytotoxique des LTs CD8+ et CD4+ est déclenchée par mécanisme
contact-dépendant avec la reconnaissance spécifique d’'un complexe CMH-peptide a
la surface d’une cellule. Les LT cytotoxiques (LTC) induisent la mort de la cellule
reconnue par deux mécanismes. Tout d’abord, la fusion membranaire mise en place
lors de la synapse immunologique entre le LTC et la cellule cible permet le
déversement de granules cytotoxiques dans I'espace intercellulaire au plus prés de la
cellule cible. Ces granules contiennent de la perforine et du granzyme B. La perforine
est une protéine cytolytique s’insérant dans les membranes et formant un canal qui
permet I'entrée du granzyme B, une sérine protéase dégradant les protéines de la
cellule cible. Parallélement, le LTC exprime le ligand de Fas (FasL) et le TNF-a dont
la liaison a leurs récepteurs respectifs (Fas (CD95) et TNFR1/2), induit I'activation de
voies apoptotiques’®20, |'activation des LTCs et des LTs auxiliaires (LTA) permet et
renforce également le recrutement d’autres cellules immunitaires via leurs sécrétions

cytokiniques, amplifiant la réponse immunitaire antitumorale®
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Figure 2 : Voies de présentation des antigénes aux LTs. (A) Les protéines endogénes sont ubiquitinylées, permettant leur dégradation
par le protéasome. Les peptides issus de cette dégradation sont transloqués dans RE par les molécules de transport associées au traitement
des antigénes (TAP : Transporter associated with antigen processing). lls peuvent ensuite étre chargés sur un des CMH |. Le complexe CMH-
I-peptide est ensuite exporté a la membrane, ou il pourra étre reconnu par un LT CD8 via son récepteur des LT (TCR : T Cell Receptor) et
son co-recepteur CD8. (B) Les antigénes exogénes sont internalisés par une voie d’endocytose ou de phagocytose. En ce qui concerne la
voie canonique de présentation croisée, leur translocation dans le cytosol permet leur dégradation par le protéasome et les peptides issus de
cette dégradation peuvent ensuite suivre la méme voie que les peptides issus de protéines endogénes (A). (C) Les CMH-II sont synthétisés
dans le RE, protégés par la chaine invariante Li qui bloque le sillon de présentation de la molécule. Les antigénes exogenes sont internalisés
par une voie d’endocytose ou de phagocytose. Les endosomes contenant ces antigénes et ceux contenant les CMH Il fusionnent avec des
lysosomes précoces. L’acidification de ces lysosomes permet I'activation d’enzymes dégradant a la fois les antigénes en peptides et la chaine
li. Les peptides produits peuvent alors étre chargés sur le CMH II. Le complexe CMH-II-peptide est ensuite exporté a la membrane, ou il
pourra étre reconnu par un LT CD4 via son TCR et son co-récepteur CD4.
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4. QOVs et inhibiteurs de points de contrdle immunitaire

L’immunothérapie a base d’inhibiteurs de points de contréle immunitaire (ICP :
immune check point) a révolutionné la prise en charge de nombreux cancers. Dans le
cadre du MPM, lorsqu’une infiltration lymphocytaire est présente dans les tumeurs, le
traitement par inhibiteur d’'ICP permet l'inversion de l'inhibition des LT induite par les
cellules tumorales et améliore significativement la survie globale des patients®.
Cependant, lorsque cette infiltration est peu ou pas présente, le bénéfice des

inhibiteurs d’ICP demeure faible voir innexistant82.

Dans ce contexte, I'utilisation des OVs afin de « réchauffer » la tumeur pour
appuyer I'effet des inhibiteurs d’ICP a été mise en lumiére par de nombreuses études.
Ainsi, l'utilisation d'anticorps bloquant CTLA-4 ou PD-1 en association dans des études
préclinigues avec de nombreux OVs comme le virus oncolytique de la maladie de
Newcastle (NDV : newcastle disease virus), le virus de la vaccine (VV), le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV), le réovirus ou le virus Maraba démontrent une synergie
intéressante entre ces deux thérapies®®. Il a notamment été constaté qu’un virus de la
rougeole (MV) codant pour des anticorps contre CTLA-4 ou PD-L1 induit dans un
modeéle murin immunocompétent la mise en place d’un infiltrat lymphocytaire avec un
profil immunitaire favorable associé a une prolongation significative de la survie des

animaux®s,
C. Levirus de la rougeole

Différents types de virus sont actuellement évalués en tant qu’agents
oncolytigues dans de nombreux cancers comme dans le MPM®. Parmi eux, les
souches atténuées du virus de la rougeole (MV : measles virus) sont particulierement
prometteuses. En effet, en plus de posséder un trés bon profil d’innocuité avec un recul
thérapeutique de plus de 60 ans de vaccination, ces souches démontrent un fort
potentiel lytigue et immuno-adjuvant spontané contre les tumeurs. Enfin, elles peuvent
facilement étre modifiées génétiquement dans I'objectif d’optimiser leur efficacité avec

une grande capacité d'insertion de genes étrangers (>6 kb)8485,
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1. Classification et structure

Le virus de la rougeole (Measles morbillivirus), de la famille des
Paramyxoviridae, sous-famille Orthoparamyxovirinae, est un virus enveloppé
sphérique dont le diametre varie de 100 a 300 nm. Son génome, un ARN a simple brin
négatif linéaire non segmenté de 16 kb est composé de 6 génes codant pour 8

protéines® 87 et séparés par des régions intergéniques non transcrites (Figure 3).
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Figure 3 : structure du virion et du génome du virus de la rougeole. Les protéines
d’attachement hémagglutinine (H) et de fusion (F) sont deux complexes glycoprotéiques de
I'enveloppe virale respectivement responsables de la liaison aux récepteurs de la cellule cible
et de I'entrée par fusion de I'enveloppe avec la membrane de la cellule cible. L’ARN génomique
encapsidé par la protéine de nucléocapside (N) forme un complexe ribonucléoprotéique (RNP)
hélicoidal qui sert de matrice au complexe ARN-polymérase ARN-dépendant (RdRp). Le
RdRp est composé de la protéine large (L) et de la phospho-protéine (P) et fonctionne a la fois
comme transcriptase et réplicase virale. La protéine de matrice (M) organise I'assemblage des
particules par interaction avec les protéines N du complexe RNP et les complexes
glycoprotéiques incorporés dans la membrane. Le géne de la phospho-protéine P code pour
deux autres protéines, la protéine V et la protéine C, qui sont des facteurs de virulence dont la
transcription est respectivement permise par un processus d’édition de 'ARN et de cadre de
lecture alternatif®®,

2. Epidémiologie

Le virus de la rougeole est un virus pathogene, dont 'THomme est le réservoir
principal, responsable de la maladie hautement contagieuse de la Rougeole. Ce virus
a émergé entre le 11°Me et le 12°™¢ siécle a partir du virus aujourd’hui éradiqué de la
peste bovine®. Aucun traitement antiviral n’agit a I'’heure actuelle contre cette maladie

mais un vaccin tres efficace et peu couteux existe depuis les années 1960%°. En juillet
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2010, un groupe d'experts réuni par I'OMS a conclu que la rougeole pouvait et devait
étre éradiquée par une campagne vaccinale. Cependant, le nombre de reproduction
de base (R0) de cette maladie est parmi I'un des plus élevés, défini entre 12 et 18 dans
une population non vaccinée. La couverture vaccinale permettant d’obtenir une
éradication d’'une maladie si contagieuse doit étre de plus de 95% de la population®.
C’est pourquoi, malgré l'existence d'un vaccin efficace, les régions du monde ont

connu des succes variables dans la lutte contre la rougeole.

En plus d’étre hautement contagieuse, c’est une maladie potentiellement létale
et elle demeure l'une des principales causes de déces évitables par la vaccination
dans le monde responsable d'environ 100 000 décés par an en 2017. Les épidémies
de rougeoles ont lieu de ce fait en particulier dans les régions du monde ayant un
acces restreint au vaccin, principalement a cause de la guerre, comme dans de
nombreux pays du continent Africain et en Asie du sud-est®?9, De plus, depuis 2018,
on constate une augmentation du nombre de cas dans les pays industrialisés dotés
de systemes de santé faibles et 'OMS a identifié I'hésitation a se faire vacciner comme
'une des 10 principales menaces sanitaires mondiales en 2019%°%. Enfin,
I'émergence de la Covid-19 en 2020 a fortement mis a mal les campagnes préventives
de vaccination, augmentant le risque d'une nouvelle résurgence de la rougeole dans

un avenir proche®.

3. Physiopathologie et signes cliniques

La rougeole est une maladie virale aigué débutant par un ensemble de
symptdbmes prodromiques caractéristiques d’une infection des voies respiratoires
supérieures 2 a 4 jours aprés l'infection : fievre, toux, coryza et conjonctivite®2. On note
également I'apparition de petites papules blanches au niveau de la muqueuse buccale
appelées taches de Koplik®’. En effet, le virus de la rougeole pénétre dans I'organisme
principalement par les voies respiratoires et la conjonctive. Classiquement, les cellules
épithéliales de la trachée et des bronches étaient décrites comme les premieres cibles
de l'infection par MV. Cependant, méme si ces cellules expriment un des récepteurs
d’entrée du virus, son expression est restreinte au niveau des pbles basaux et baso-
latéraux cellulaires et n’est pas exprimé sur la face apicale, rendant le mécanisme

d'entrée par ces cellules peu probable.
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Le virus semble en effet se lier DCs ou aux cellules myéloides et aux LTs de
I'épithélium mucocilliaire ou des espaces alvéolaires. Un autre site d'entrée potentiel
est la conjonctive, qui est riche en DCs et en LTs . Les cellules immunitaires ainsi
infectées vont migrer vers les organes lymphoides, propageant l'infection par une
réplication massive dans ces compartiments cellulaires riches en LBs et LTs et en
cellules souches hématopoiétiques (CSH). Les cellules infectées des centres
lymphocytaires vont ensuite disséminer le virus par voie sanguine. L’infection des
cellules myéloides et lymphoides du derme puis celle des leucocytes et des

kératinocytes épidermiques entrainent I'apparition d’'un rash®°,

L’infection des cellules épithéliales de l'arbre respiratoire a lieu a partir de
particules virales provenant des cellules immunitaires et se produit a leur pole basal
ou le récepteur au MV nectine 4 est exprimé*®. L'infection de ces cellules épithéliales
déclenche une toux intense avec projection de gouttelettes contaminées, propageant
le virus a d’autres hétes. Cette excrétion virale importante serait a l'origine de la
contagiosité élevée du MV. Dans de rares cas l'infection se propage également aux
neurones, aux astrocytes et aux oligodendrocytes®, entrainant d’exceptionnels mais

sérieux cas parfois létaux de panencéphalite sclérosante subaigué 0.

Pendant la période aigué de linfection une forte immunosuppression,
généralement transitoire, sensibilise 'hdte a des infections secondaires, notamment
bactériennes®. Cette immunosuppression est principalement due a des mécanismes
immunopathologiques secondaires®:192, || a récemment été démontré que l'infection
par le MV provoque une diminution de la mémoire immunitaire humorale acquise
antérieurement'3, Ce phénoméne, qualifié sous le terme d’« amnésie immunitaire »,
n‘a pas été observé avec les souches vaccinales. La rougeole a entrainé une
élimination parfois drastique (11 & 73 %) du répertoire d'anticorps chez les individus
infectés, au profit d’'un nouveau répertoire dirigé contre des antigenes du MV. En effet,
la rougeole induit de fortes réponses immunitaires humorales mais aussi cellulaires
assurant une immunisation a vie, principalement grace a la persistance
d'immunoglobulines de type G (IgG) neutralisantes dirigées contre la protéine H virale

empéchant la liaison avec les récepteurs des cellules cibles®?.
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4. Cycle réplicatif

Le cycle réplicatif du MV a lieu dans le cytoplasme (Figure 4). Le virus est
composé d’'une nucléocapside entourée d’'une enveloppe externe constituée d’'une
bicouche lipidique provenant de la précédente cellule héte. De ce fait, I'entrée du MV
nécessite la fusion entre la membrane de la cellule héte et celle du virion. Ce
processus est conduit par deux protéines enchassées dans I'enveloppe virale formant
des complexes hétéro-oligomériques : les glycoprotéines tétramériques d'attachement
(H) et trimériques de fusion (F)%4. Le tétrameére H d’attachement des souches
sauvages est capable de se fixer a la cellule héte via deux récepteurs cellulaires :
signaling lymphocytic activation molecule family 1 (SLAMF1) également appelée
CD150 et Nectine-41951%_ | es souches vaccinales atténuées utilisent également le
CD46 comme récepteur supplémentaire!®’. La liaison du tétramére H a son récepteur
déclenche le changement de conformation de la protéine F trimérique. Ce changement
provoque I'exposition du peptide de fusion de la protéine F qui peut alors interagir avec
la membrane plasmique, permettant la mise en place d’un pore de fusion et la
libération du complexe ribonucléoprotéique viral (RNP : ’TARN génomique encapsidé
par la protéine N) dans le cytoplasme®198.109 | e complexe RNP est alors dirigé en

zone périnucléaire par un mécanisme encore méconnu!,
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Figure 4 : cycle réplicatif du virus de larougeole d’aprés Megan S. Harrison et Al.11!
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La présence de corps d’inclusion, induite par l'infection virale, suppose la mise
en place d’'usines virales proches du noyau, organisant les organites cellulaires a la
faveur de la réplication, de la transcription et de I'assemblage des particules
virales'2113 | es mécanismes de formation de ces corps d’inclusion sont encore peu
connus. Au sein de ceux-ci, la RNP sert de matrice au complexe ARN-polymérase

ARN-dépendant (RARp) pour la transcription du génome viral.

Le génome est organisé en 6 unités de transcription arrangées dans l'ordre 3'-
N-P(V/C)-M-F-H-L-5'. La transcription des ARNm viraux de 3’ vers 5 est un
mécanisme seéquentiel. En effet, TARN polymérase peut se détacher a chaque région
intergénique, produisant de ce fait une quantité décroissante dARNm de 3’ vers 5.
Les ARNm sont ensuite polyadénylés, méthylés et coiffés par la protéine L. Ces ARNm
nouvellement synthétisés sont traduits en protéines virales grace aux mécanismes de

traduction de la cellule héte selon des processus encore flous!4.

La RNP sert également de matrice au complexe RdRp pour la réplication du
génome viral. Il semblerait que la balance relative entre transcription et réplication soit
principalement dépendante de la quantité de protéine N libre. En effet, 'ARN
génomique nouvellement synthétisé est immédiatement encapsidé par la protéine N,
formant le complexe RNP hélicoidal prét a étre inclus dans de nouvelles particules

virales114.115

by

L’assemblage des particules virales débute a partir du moment ou leurs
composants structuraux sont présents en quantité suffisante. La protéine M est
centrale dans le processus de formation des nouvelles particules virales. Elle se
retrouve en abondance sur la face interne apicale de la membrane plasmique cellulaire
au niveau de rafts lipidiques riches en cholesterol'1®. Elle orchestre dans un premier
temps le recrutement des glycoprotéines virales transmembranaires H et F
sélectivement transportées vers la surface basolatérale cellulaire!'’. Elle les oriente
au niveau de la face apicale de la cellule héte, polarisant le bourgeonnement, grace a
son interaction avec leurs queues cytoplasmiques!'®. La protéine M se lie en paralléle
avec les complexes RNP conduits a la face apicale de la membrane par des
endosomes de recyclage Rabl1A+, renforcant le processus de bourgeonnement
polarisé!®3, Certaines études ont pu mettre en évidence une association de la protéine
M avec la RNP directement dans le cytoplasme, avec un co-transport vers la
membrane plasmique. D’autres encore montrent que la protéine M ne forme pas de
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couche sous l'enveloppe virale, mais s'associe aux RNP pour former une structure de

nucléocapside hélicoidale couverte par une matrice a l'intérieur du virion1°,

Les mécanismes qui permettent le bourgeonnement des particules virales chez
les paramyxovirus sont encore largement inconnus. Bien qu’un certain nombre de
virus enveloppés utilisent la machinerie de I'endosomal sorting complex required for
transport (ESCRT) de la cellule héte, le virus de la rougeole ne semble pas dépendant
de ce complexe pour son bourgeonnement!!é, Chez la majorité des Paramyxovirus,
les protéines M oligomérisées permettent la déformation de la membrane cellulaire et
certains motifs de la queue cytoplasmique des glycoprotéines virales semblent
impliqués dans la liaison de facteurs cellulaires qui sont habituellement retrouvés dans
les voies exocytaires!®.Ce processus mene a la production de nouvelles particules
virales dans I'espace intermembranaire. Elles sont organisées par la protéine M et
enveloppées de la membrane de la cellule héte enrichie en glycoprotéines virales,
contenant le complexe RNP génomique.

Y

Cependant, la propagation latérale de cellule a cellule demeure I'un des
principaux moyen de propagation du virus de la rougeole, menant a la formation de
cellules multinucléées également appelées syncytiums'®4.Ce mécanisme est essentiel
car il semble étre a l'origine de la transmission de l'infection des cellules myéloides
aux cellules épithéliales de I'arbre respiratoire, permettant la diffusion du virus a un
nouvel héte!?. Il a également été observé dans les ganglions lymphatiques, du thymus
ou encore au niveau des cellules épithéliales epidermiques®1?t122 || est
généralement admis que la fusion cellulaire induite par le virus de la rougeole est régie
par l'interaction entre les glycoprotéines F et H enchassées dans la membrane de la
cellule infectée et les récepteurs cellulaires de la cellule adjacente'?3. Cependant, il
semblerait que la formation de syncytiums soit indépendante du niveau d’expression
des récepteurs. De plus, il a été montré que la transmission neuronale s’effectue
principalement par les synapses de facon indépendante des récepteurs viraux via des
phénomenes de fusion de membranes!?, indiquant que les mécanismes de

transmission cellule-cellule doivent encore étre caractérisés.
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5. Virothérapie oncolytique basée sur le virus de la rougeole
a) Souches virales oncolytiques

La souche sauvage du MV a été a l'origine de plusieurs rémissions spontanées
de cancers hématologiques, notamment dans les années 1970125126, Depuis lors, de
nombreuses études ont mis en avant les propriétés oncolytigues et immuno-
adjuvantes des souches atténuées dans différents cancers in vitro et in vivo. Ces
différentes souches atténuées ont été obtenues a partir du premier isolat sauvage de
MV dans une culture primaire de cellules rénales humaines, la souche Edmonston
(MV-Edm), a travers des cycles de cultures successifs dans divers types cellulaires

non permissifs (Figure 5)%7.

La souche Schwarz (MV-Schwarz), utilisée en tant que vaccin en Europe et au
Brésil, a été générée en 1962 a partir de sous-cultures du MV-Edm sur des fibroblastes
d'embryons de poulet. Bien que le MV soit a l'origine d’'une maladie infectieuse pour
'homme potentiellement grave, I'analyse comparative des séquences des souches
MV-Edm sauvage et MV-Schwarz a révélé 42 mutations nucléotidiques contribuant a
I'atténuation de cette souche!?®. En effet, la souche Schwarz ainsi que les autres
souches atténuées du MV actuellement utilisées comme vaccins contre la rougeole
peuvent étre classées comme agents de classe de risque 1. Elles ne sont pas
pathogenes pour I'homme, ne sont pas nocives pour I'environnement et présentent un
risque négligeable lors de leur utilisation®. De plus la production vaccinale a lieu a
partir de vecteurs de MV atténués fabriqués par génétique inverse a partir d’ADN
complémentaire (ADNc), assurant la stabilité génétique des différentes souches de

vaccin29.130,

La sécurité sanitaire des souches atténuées utilisées pour la vaccination ne fait
aujourd’hui plus aucun doute aprés les centaines de millions de doses de vaccin ayant
été administré pendant plus de 50 ans. En effet, depuis 1978 moins de 5000 cas
d’effets indésirables considérés comme graves ont été rapportés sur plus de 575
millions de doses distribuées®®'. Des épiphénoménes d’infections mortelles ont été
rapportés chez des enfants immunodeéficients et chez un adulte souffrant du SIDA mais
la réversion du vaccin vers une forme pathogéne n'a jamais été décrite32-134, |es
vaccins contre la rougeole sont aujourd’hui considérés comme les vaccins humains

les plus fiables et les plus srs.
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Figure 5 : Geénération des différentes souches de MV adapté de « Genetic
Characterization of Measles Vaccine Strains »'?°, A Souches dérivées d'Edmonston. B
Souches non dérivées d'Edmonston. /Nombre de passages. Abbréviations : CAM : cavité
chorio-allantoique d'un embryon de poussin ; CE(am) : cavité intra-amniotique d'un embryon
de poussin ; CEF : fibroblaste d'embryon de poussin ; DK : Cellules rénales de chien ; HA :
Amnios humain ; HK : Cellules rénales humaines ; SK : Cellules rénales de mouton ; WI-38 :
Fibroblastes diploides dérivés de tissus pulmonaires foetaux humains.
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b) Immunogeénicité du MV oncolytique

Le MV a la capacité d'activer fortement le systéme immunitaire de I'héte afin
d’'induire la mise en place d’une réponse immunitaire antivirale et par la suite
antitumorale. En effet, la mise en place d’'une réponse immunitaire joue initialement un
réle essentiel dans les multiples étapes de l'infection et de la maladie provoquée par
la souche sauvage du MV. Cette réponse, dans un premier temps de nature innée, se
mue progressivement en une réponse adaptative robuste. De nombreuses
caractéristiques clefs de cette réaction immunitaire anti-rougeole sont conservées
contre les souches atténuées, en faisant des candidats de choix pour la virothérapie

oncolytique et la stimulation de 'immunité anti-tumorale®.

La réponse innée au MV se traduit par la modification de I'expression d'un sous-
ensemble de cytokines et de chimiokines clefs. Dans un premier temps, la réponse
innée a une infection par un virus a ARN est généralement dominée par la production
par les cellules infectées d’'IFN | et lll. Les IFN I, principale défense cellulaire antivirale,
jouent un role essentiel dans l'induction de I'immunité anti-tumorale!36-138_ |Is stimulent
l'activation des macrophages, des DCs conventionnelles et plasmacytoides (pDCs),
les alertant ainsi de la présence de pathogénes!®. Par ailleurs, notre équipe a pu
montrer que le MV induit I'expression d’'IFN-a par les DCs CD1c+ myéloides du sang
humain et les pDCs. Les IFN-a entrainent par effet autocrine une augmentation de
I'expression de la protéine TNF-related apoptosis-inducing ligand cytotoxique (TRAIL),
transformant les DCs en effecteurs cytotoxiques capables d’induire la mort cellulaire.
Ensuite, certaines études suggérent que les IFN I, en association avec d’autres
signaux indiquant la présence de pathogenes, jouent un réle dans la polarisation des
macrophages, favorisant un retour vers un profil moins immunosuppresseur (M2 vers
M1)49, lls augmentent également les réponses immunitaires adaptatives en favorisant
les réponses des LTs helper de type 1 (Th1l), en renfor¢cant I'expression des molécules
du CMH | et en générant une cytotoxicité médiée par les cellules tueuses naturelles
(NK : natural killer) et LTs!®. De ce fait, le potentiel adjuvant des IFN | a poussé
certaines équipes de recherche a construire des virus oncolytiques codant pour les
genes IFN 1. Il a été montré qu’'un MV codant pour I'lFN-B permet 'augmentation de
l'infiltration des macrophages CD68+, augmentant la survie des souris traitées par
rapport aux souris traitées avec un MV non recombinant!4l. Les IFN de type Il sont

egalement considérés pour leurs propriétés antitumorales et immuno-modulatrices.
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Notamment, la sécrétion d'IFN de type lll a partir de tumeurs transduites a permis
d'obtenir des réponses antitumorales contre les tumeurs in vivo chez la souris. Ces
réponses antitumorales étaient médiées par des neutrophiles, des cellules NK et des
LTs CD8+142.143,

Dans un second temps, la réponse innée au MV se traduit également par la
modification de I'expression d'un sous-ensemble de protéines inflammatoires, de
cytokines et de chimiokines associées a la voie de signalisation NF-kB et a
l'inflammasome. Notamment, Le MV stimule la production de la protéine NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3), de I'lL-1 B et de I'lL-18. Ces
sighaux jouent un rdle central dans I'immunité anti-tumorale en favorisant le homing
des cellules NK et des LTs vers le site tumoral, en améliorant leur survie et leur
activation vers un profil Th1144145 Enfin, il a été démontré que l'infection par plusieurs
virus dont le MV induit la baisse d’expression de [lL-10, une cytokine
immunosuppressive entrainant entre-autres une polarisation des macrophages et des

lymphocytes vers des profils immunosuppresseurs4®.

Dans ce contexte cytokinique, la lyse cellulaire induite par l'infection par le MV
est particulierement immunogene. Notre équipe a beaucoup étudié ce phénomeéne ces
derniéres années. Nous avons pu notamment montrer, comme d’autres équipes par
la suite, que la mort apoptotique induite par le MV, contrairement a celle induite par
irradiation ultra-violettes (UV), permet la maturation des cellules dendritiques, qui sont
alors capables de cross-présenter efficacement les antigénes tumoraux phagocytés
comme la MSLN ou New York esophageal squamous cell carcinoma 1 (NY-ESO-1),
entrainant la prolifération de LT CD8+ spécifiques’>3L147. Par ailleurs, l'activité
oncolytique du MV est associée a des phénoménes de fusion cellulaires sous forme
de syncytium, observée in vivo dans un grand nombre de xénogreffes de cancers
humains!*®. La mort cellulaire par formation de syncytium, en plus de décupler les
capacités de propagation virale, a un trés fort potentiel immunogéne en favorisant
notamment la présentation croisée d’un plus grand nombre d’antigénes tumoraux!4°.
De plus, la mort des syncytium est associée a des dysfonctions mitochondriales et des
voies d’autophagie dont les signaux cellulaires renforcent l'immunogénicité des
tumeurs, notamment grace a la repolarisation des macrophages vers un phénotype
antitumoralt®®151 De fait, les fonctions fusogéniques du MV sont aujourd’hui

considérées comme d’un grand intérét immuno-adjuvant et plusieurs virus
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oncolytigues modifiés génétiquement pour exprimer des protéines fusogéniques sont
actuellement a 'étude. Les résultats précliniques dans différents types de tumeurs
suggerent que les virus fusogénes ont le potentiel de surpasser leurs homologues non
fusogenes en prolongeant la survie et en induisant une meilleure réponse immunitaire

antitumoralel%2,

Enfin, l'utilisation du MV en tant que virus oncolytique a pour avantage la
possibilité d’insérer des transgénes de grande taille. Certaines études précliniques ont
ainsi démontré la supériorité adjuvante des souches codant pour des transgénes
immunomodulateurs vis-a-vis de leurs homologues non recombinants, permettant
généralement la mise en place d’un infiltrat immunitaire plus important corrélé avec
une meilleure survie et une diminution de la taille des tumeurs plus conséquente. Les
transgenes les plus couramment étudiés sont résumés dans le Tableau 1, adapté de
la revue de qualité « Measles Virus as an Oncolytic Immunotherapy » de Christine E.
Engeland et Guy Ungerechts®.

Ces chercheurs allemands et leur équipe ont beaucoup étudié I'activité
oncolytique du MV chez des souris porteuses de mélanome B16 et de cancer du cdlon
MC38. lls ont utilisé des MV Schwarz pseudotypé pour reconnaitre un récepteur
surexprimé comme I'antigéne carcinoembryonnaire (CEA : carcinoembryonic antigen)
ou le CD46, par les cellules tumorales. lls ont testé différents transgenes immunitaire
et ont observé une meilleure efficacité du MV avec I'lL-12 notamment!53154, Cependant
leur modéle murin est loin d’étre parfait puisque le récepteur du virus est exprimé
seulement par les cellules tumorales, ce qui n'est pas le cas chez 'homme ou

I'expression de CD46 est ubiquitaire.
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Transgéne

GM-CSF

IFNB1

H. pylori NAP

Anti-CTLA-4, anti-PD-L1

IL-12

IL-15 superagonist

BiTEs

TAA

Effet immunomodulateur
Activation et maturation des DCs et activation des
monocytes, macrophages, neutrophiles, NK**°.
Réponse antitumorale améliorée par des mécanismes
effecteurs innés et adaptatifs décrits précédemment*4*,
Réponse inflammatoire, promotion des réponses

immunitaires polarisées Th11%,

Augmentation des réponses T8,

Activation et recrutement des LTs et NK%4,

Activation des cellules T et des cellules NK sans induction
de I'AICD ni activation des T régulateurs®®’.
Recrutement de cellules T, amélioration de la cytotoxicité

antitumorale des cellules T*%8.

Priming et activation des LTs spécifiques au TAA®,

Tableau 1 : effets immunomodulateurs des transgénes retrouvés dans les MV
oncolytiques. GM-CSF : granulocyte—macrophage colony-stimulating factor, IFN : interferon,
NAP : neutrophil activating protein, CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen-4, PD-L1 :
programmed cell death 1-ligand 1, AICD : activation-induced cell death, BITE : bispecific T
cell engager, TAA : tumor-associated antigen.
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D. OVs autorisés et Essais cliniques

1. Généralités

Quatre OVs font I'objet d’'une autorisation de mise sur le marché dans divers
régions du monde. Le premier est le rigvir, un entérovirus ECHO-7 non pathogene
autorisé pour le traitement du mélanome en Lettonie en 20041€°, Cependant, il a été
retiré du marché en 2019, suite & un scandale d a des doses plus faibles de virus que
celle annoncée sur le flacon. Le H101, un adénovirus atténué, a été autorisé en 2005
en Chine apres avoir démontré des taux de réponse supérieurs en association avec la
chimiothérapie par rapport a la chimiothérapie seule chez les patients atteints d'un
cancer épidermoide de la téte et du cou ou de I'cesophage®l. Trés peu d’informations
sur son utilisation en Chine ont été publiées. Le T-VEC (Talimogene laherparepvec,
imlygic™) est le premier OV ayant été approuvé par la FDA et 'European Medicines
Agency (EMA) pour le traitement du mélanome métastatique en 2015. |l s’agit d’un
virus de I'herpes simplex 1 (HSV-1 : herpes simplex virus 1), modifié entre-autres pour
exprimer le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages
(GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor)'6?. Cependant ce fut un
échec commercial, car les inhibiteurs d’ICP mis sur le marché quelques années plutét
ont été préférées par les oncologues. En juin 2021, le G47delta, un HSV-1 oncolytique
a obtenu une autorisation temporaire de mise sur le marché au Japon pour le
traitement du glioblastome en combinaison avec I'exérése chirurgicale tumorale. Cette
mise sur le marché fait suite a un essai clinique de phase Il avec des résultats cliniques
prometteurs puisque le virus associé a la chirurgie quadruple la médian de survie des
patients par rapport au traitement classique (chirurgie/radiothérapie,
chirurgie/chimiothérapie)*2.

Depuis, d’autres virus oncolytiques ont été ou sont actuellement testés
cliniguement en phase Il dans différents types de cancers : le pexa-Vec
(pexastimogene devacirepvec), un virus de la vaccine étudié dans le carcinome
hépatocellulaire en combinaison avec le sorafenib, un inhibiteur multikinase
(NCT02562755). Cet essai clinique fut un échec car la combinaison était moins
efficace que le sorafenib seul'®4. Certain virus ont pu atteindre des essais cliniques de
phase IIl : CG0070, un adénovirus étudié dans le cancer de la vessie (NCT01438112)

; REOLYSIN (pelareorep) un réovirus étudié dans les cancers de la téte et du cou
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(NCT01166542) et GL-ONC1 (olvi-Vec : olvimulogene nanivacirepve ou GLV-1h68) un
virus de la vaccine atténué par linsertion de trois transgénes dans ses genes de

virulence, étudié dans les cancers ovariens (NCT05281471).

Une recherche sur le site clinicaltrials.gov réalisée le 24 janvier 2023 liste plus
de 230 essais cliniques réalisés ou en cours (mots clefs : cancer et oncolytic) afin de
déterminer le potentiel oncolytique et immuno-adjuvant de nombreux virus contre des
cancers solides et hématologiques. De nombreuses questions restent encore en
suspens. Parmi elles figurent les modalités d’administration et la sélection des patients
afin d’obtenir une réponse thérapeutique effective'®®. De plus, beaucoup de ces virus
de premiére génération codent pour le GM-CSF (T-vec, pexa-Vec, CG0070). L’'un des
enjeux de la virothérapie est donc de trouver des transgenes plus efficaces (I'lL-12 et
lIL-15 notamment). Enfin, une meilleure connaissance des mécanismes de
réplications des OVs dans les tumeurs humaines permettraient probablement

d’augmenter leur efficacité.

On peut aussi noter que la majorité de ces essais cliniques montrent des
résultats prometteurs, particulierement lorsque le virus est associé a une
immunothérapiel®®. En effet, I'utilisation des OVs apparait de plus en plus comme une
stratégie de support, augmentant fortement [Iefficacité d’autres approches
thérapeutiques, en particulier 'immunothérapie a base d’inhibiteurs d’ICP. De fait, les
combinaisons cliniques les plus avancées sont celles incluant les thérapies ciblant PD-
1 et PD- L1167,

Ainsi, I'utilisation du T-VEC en association avec un anticorps dirigé contre PD-
1 était prometteuse, mais cette combinaison n'a montré aucune amélioration
significative de la survie sans progression ou de la survie globale dans un essai
clinique de phase Ill chez les patients atteints de mélanome avancé®®, Pourtant cet
QV avait permis d’obtenir des résultats particulierement prometteurs avec le méme
anticorps dans un essai clinique de phase Ib, laissant espérer un net bénéfice de la
combinaison thérapeutique®®-17t, Les auteurs de cette étude soulignent des
différences dans les modalités d’administration de 'OV ainsi qu’un plus grand nombre
de patients présentant un stade avancé de la maladie. Par ailleurs, des résultats
encourageants ont été obtenus avec l'ipilimumab, un anticorps dirigé contre CTLA4

combiné au T-VEC dans le cadre du mélanome. Il montre une efficacité remarquable

40



(Taux de réponse globale 39% (T- VEC + ipilimumab) versus 18% (ipilimumab seul);
P =0.002)"2

2. OVs et MPM

Le MPM est un cancer présentant des propriétés particuliéres intéressantes
pour la virothérapie oncolytique. Tout d’abord, la localisation pleurale permet I'injection
intratumorale (IT) des virus ou au moins locale dans la cavité pleurale, méthode
actuellement privilégiée dans beaucoup d’études. Ensuite, les patients développent
peu de métastases, I'invasion restant le plus souvent locale!’3. Enfin, aucune thérapie
ne donne a I'’heure actuelle de résultats concluant en termes de survie qui reste aux

environs de 12%, 5 ans apres le diagnostic.

Bien qu'il s'agisse d'une tumeur maligne peu fréquente, on dispose d'un grand
nombre de données précliniques sur les virus oncolytiques dans des modéles murins
de MPM. Ces travaux ont progressé jusqu'a des études cliniques pour un petit nombre
de virus. En effet, parmi les différentes études cliniques en cours ou réalisées,
seulement 6 d’entre-elles concernent le MPM (mots clefs : mesothelioma et oncolytic
(Tableau 2). Ce sont des essais de phase 1 et 2 dont une majorité concerne plusieurs
types tumoraux. lls évaluent la tolérance aux virus testés, leur capacité a répliquer
dans les tumeurs et non dans les tissus sains ainsi que leur faculté d’'induction d’une
réponse immunitaire. Ces essais sont récents mais les résultats obtenus a ce jour sont
prometteurs. Ainsi, le seprehvir (HSV1716), un HSV-1, démontre un bon profil de
sureté avec la preuve d’une réplication virale et de la mise en place d’'une immunité
anti-tumorale (NCT01721018)'’4. De méme, le traitement par ONCOS-102, un
Adénovirus (Ad5/3) codant pour le GM-SCF, induit une augmentation de linfiltrat
immunitaire avec une augmentation de I'expression de PD-L1 par les lésions
tumorales et une polarisation des macrophages tumoraux vers un profil moins

immunosuppresseur et plus inflammatoire (M2 vers M1) (NCT02879669)7°.

3. Les essais cliniques du MV

Une recherche sur le site clinicaltrials.gov réalisée le 6 février 2023 liste 16
essais cliniqgues réalisés ou en cours (mots clefs : cancer et measles) afin de

déterminer le potentiel oncolytique et immuno-adjuvant du MV dans différents types
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de cancers solides ou hématologiques (Tableau 3). Ce sont principalement des essais

de phase 1, parfois 2, évaluant la souche Edmonston Seed B atténuée.

Les essais les plus avancés aujourd’hui concernent deux virus modifiés afin de
permettre une surveillance de la réplication virale in vivo. Le premier MV oncolytique
représenté en clinique est le MV-NIS. Il s’agit d’'un MV modifié pour exprimer le gene
du symporteur d'iodure de sodium (NIS). La présence de ce transporteur a la surface
des cellules infectées par le MV recombinant permet un suivi en temps réel de la
réplication virale par tomographie par émission de positons (TEP) ou tomographie par
émission monophotonique combinée a une tomographie par ordinateur (SPECT/CT)
apres injection de radio-isotopes d’iodel’s. Ce virus est dailleurs en cours

d’investigation cliniqgue dans le mésothéliome pleural malin (NCT01503177).

Le deuxiéme MV le plus utilisé en clinique est le MV-CEA. Ce MV est modifié
pour exprimer le domaine N-terminal extracellulaire soluble de Il'antigéne
carcinoembryonnaire humain (CEA : carcinoembryonic antigen). Les cellules infectées
par le MV-CEA vont excréter le CEA dans I'espace extracellulaire. La mesure des taux
de ce marqueur circulant permet un suivi global de la réplication virale!’’. Les premiers
résultats des études cliniques concernant ces deux virus, peu nombreux encore,
démontrent I'excellent profil de sécurité des dérivés oncolytiques du MV Edmonston’®.
Par ailleurs, les tests clinigues ont également indiqué une activité biologique
prometteuse, avec plusieurs données qui suggérent la mise en place d’'une immunité

antitumoralel79-182,

Enfin, une approche a visée immuno-modulatrice est également en cours
d’investigation clinique avec I'utilisation du MV-NAP (NCT04521764). Il s’agit d'un MV
modifié pour exprimer la protéine d'activation des neutrophiles (NAP : neutrophil-
activating protein), un facteur de virulence d’ Helicobacter pylori. La production de cette
protéine par les cellules tumorales infectées est capable d’induire des réponses Th1

de la part des LTs et démontre des effets précliniqgues prometteurs83.184,
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Virus Particularités moléculaires
Adénovirus (Ad) ONCOS-102  Ad5/3-D24 codant pour le GMCSF Ib/Il
Virus de larougeole (MV) Souche vaccinale Edmonston
MV-NIS codant pour NIS
Virus de I’Herpés simplex 1 g
(HSV-1) Délétion RL1 (ICP34.5) lla
Seprehvir (HSV1716)
, , Souche Copenhague codant pour
Virus de lavaccine (W) ¢ 15/ " i anticorps ciblant CTLA4  1lia
TBio-6517 ,
et I'lL-12
Virus de I’Herpés simplex 1
(HSV-1) I/la
T3011
Virus de la vaccine (VV) .
GL-ONC1 Souche Lister Ib

Tableau 2 : propriétés des OVs évalués en clinique dans le cadre du MPM
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Phase N

Administration Combinaison

Pémétrexed et

31 Intratumorale . .
Cisplatine

15 Intrapleurale -

12 Intrapleurale -

138 Intratum_orale et Pembrolizumab
Intraveineuse

74 Intraveineuse

5 Intraveineuse Eculizumab

. Statuts : inconnu ou terminé sans résultat ;

Identifiant

NCT02879669

178

174

NCT02714374



Virus

Médulloblastome/ Tumeurs

MV-NIS

Gaine du nerf périphérique

MV-CEA

MV-NAP
MV mix
vaccine

MV

Tableau 3 : propriétés des MV oncolytiques évalués en clinique. Statuts :
— Mix vaccine : DPT (diphtheria, pertussis, and tetanus), BCG (Bacille Calmette-Guérin vaccine), measles, Serratia and

pneumococcus.

Cancer
Poumon

Ovaire

Ovaire
Sein/Téte et cou

rhabdoides atypiques
récurrentes
Vessie
Myélome multiple

Myélome multiple
Myélome multiple
Mesothéliome
Ovaire

Glioblastome

Sein
Poumon métastatique

Poumon

Phase

I/

I
I/

I/

N
4
57

66
12
46

30
16
2

48
2
15
37
23

33
20

15

Administration
Intratumorale
Cellules souches
mésenchymateuses infectées en
intrapéritonéale ou MV seul
Intrapéritonéale
Intratumorale
Dans le lit de la tumeur apres
résection / dans le liquide céphalo-
rachidien aprés ponction lombaire.
Intratumorale
Intravésiculaire
Intraveineuse

Intraveineuse
Intraveineuse
Intrapleurale
Intrapéritonéale

Dans la cavité de résection ou

autour du lit de la tumeur et/ou
intratumorale
Intratumorale
Sous-cutané

Sous-cutanée
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Combinaison
Atezolizumab

Chirurgie

F-18 TFB et
imagerie
Cyclophosphamide
Cyclophosphamide

Chirurgie

Traitement
standard

inconnu ou terminé sans résultat ;

Identifiant
NCT02919449

NCT03456908

185

NCT02192775
NCT01503177

182
186

NCT02333474



3. Sensibilité et résistance des tumeurs aux virus

oncolytigues

Les virus exploitent les fonctions de la cellule héte afin de produire et
d’assembler les composants nécessaires a la production de nouvelles particules
virales. Les besoins métaboliques et énergétiques nécessaires a leur réplication sont
tres similaires a ceux des cellules tumorales proliférantes. C’est pourquoi certains virus
présentent une capacité naturelle a se répliquer préférentiellement dans les cellules
tumorales®®’. Par ailleurs, la majorité des recherches et essais réalisés dans le cancer
en général et les cancers thoraciques en particulier évalue des OVs atténués dont
l'activité des facteurs de virulence a été aboliel®188 Cette stratégie assure une
spécificité de l'infection aux cellules malignes, dont les défenses antivirales sont trés
souvent défectueuses, prévenant ainsi une toxicité vis-a-vis des tissus environnants et
les effets secondaires associés. De plus, les virus peuvent également étre modifiés
génétiqguement afin de les rendre dépendants des voies cellulaires ou des mécanismes
particuliers retrouvés dans les cellules cancéreuses®. De ce fait, I'utilisation d’une
thérapie a base de virus oncolytigues sous-entend dans un premier temps la
compréhension des caractéristiques spécifiqgues des cellules tumorales régissant leur

sensibilisation et leur résistance aux différents virus.

Une tumeur ne consiste cependant pas seulement en une population de cellules
cancéreuses hétérogenes. On y retrouve une grande variété de cellules non malignes
bordantes, infiltrantes et résidentes dont les fonctions normales sont perverties par le
microenvironnement tumoral. On trouve aussi de nombreux facteurs solubles,
contenus dans une matrice extracellulaire riche et complexe®®. De plus, lorsqu’une
tumeur se développe dans un organe, les tissus sains environnants, dont les
mécanismes de défense sont fonctionnels, peuvent limiter I'efficacité des OV. De fait,
le poumon est un organe considéré comme l'une des plus importantes interfaces entre
I'ndte et son environnement, constamment exposé a de potentiels pathogénes'®. I
posséde des mécanismes sophistiqués de défense, notamment contre les virus,

susceptibles d’'influencer profondément la réponse d’un patient a un OV.

Enfin, la plupart des essais cliniques concernant les virus oncolytiques sont

encore hésitants concernant le mode d’administration et sont réalisés aprés ou en
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paralléle d’'un traitement, modifiant ainsi le contexte immunitaire et histologique
particulier a la tumeur®!. Ainsi, le contexte clinique peut largement influencer la

sensibilité des tumeurs a I'infection.

De facon générale, méme si les nombreux essais cliniques évaluant des OV ne
laissent aucun doute sur leur sureté et leur potentiel thérapeutique contre de nombreux
cancers, ils montrent aussi une grande hétérogénéité dans les réponses des patients,
particulierement dans le cadre des cancers thoraciques. L’identification de marqueurs
de bon ou de mauvais pronostic afin de définir et d’optimiser I'utilisation des OV et ses
associations thérapeutiques est crucial pour la réussite de cette approche. Ces
marqueurs pourraient aussi permettre de mieux sélectionner les patients susceptibles
de bénéficier de cette approche thérapeutique. Cette partie a donc pour objectif de
discuter les mécanismes de sensibilité des tumeurs aux OVs et d’identifier les facteurs
de restriction cellulaires, tissulaires et physiologiques modulant leur efficacité
thérapeutique, particulierement dans le cadre du MPM et du MV.
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A. Interaction des virus avec la cellule tumorale

1. Tropisme
a) Surexpression des récepteurs viraux par les tumeurs

Les cellules tumorales présentent souvent une surexpression de certains
marqueurs de surface, dont certains constituent des récepteurs viraux naturels
(Tableau 4). Ainsi, 'apparition de la mutation N481Y dans le géne codant pour la
protéine H chez les souches vaccinales du MV (Edmonston B, Schwarz, Moraten,
Zagreb et AIK-C) leur permet d’utiliser la molécule CD46 comme récepteur d’entrée
en plus des récepteurs CD150 et nectine-41%2, Le CD46 est une protéine ubiquitaire
jouant un réle de régulateur négatif du systeme de lyse cellulaire par le complément
(CDC : complement-dependent cytotoxicity)'®”. Cette protéine est retrouvée
surexprimée dans de nombreux cancers, dont le MPM, leur permettant ainsi d’esquiver
la CDC. Par ailleurs, la découverte récente du CD46 comme moteur métabolique
suggere un rdle possible dans la transformation maligne et/ou la prolifération
cellulaire®®. L’entrée du virus augmente progressivement avec la densité de CD46 a
la surface d’une cellule. Sa surexpression par les cellules tumorales augmente

considérablement leur sensibilité a l'activité oncolytique des souches atténuées du MV
194,195

Par ailleurs, la nectine-4 a également été décrite comme un antigéne tumoral
dans différents carcinomes comme celui du sein, de I'ovaire et du poumon®. En
revanche, bien que le CD150 soit particulierement surexprimé par les tumeurs du
systeme nerveux central (glioblastome, l'astrocytome anaplasique, l'astrocytome

diffus, I'épendymome... etc.), son expression est essentiellement cytoplasmiquet®’.

La surexpression des récepteurs viraux par les cellules tumorales témoigne de
leur r6le dans les processus de prolifération, d’'invasion et d’échappement immunitaire.
En effet, la plupart de ces marqueurs sont associés a un pronostique défavorable et
I'élimination des cellules les exprimant participe activement a I'effet antitumoral des
OVs au-dela de la simple oncolyse. Ainsi, l'infection par le MV provoque une baisse
d’expression du CD46, exposant les cellules infectées a une lyse par le CDC1%, De
plus, il existe un nombre seuil de récepteurs CD46 requis pour la fusion intercellulaire

entrainant la mort de toutes les cellules incorporées dans le syncytium®. De méme, le
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meédiateur d’entrée des Herpesvirus (HVEM : herpesvirus entry mediator), un
récepteur d’entrée du HSV-1, est considéré comme un point de contréle immunitaire
inhibant I'action des LTs. L’élimination des cellules exprimant ce marqueur au sein de

la tumeur participerait donc au combat contre I'échappement immunitaire99:29,

b) Localisation des récepteurs viraux dans les tumeurs

Certains des récepteurs viraux sont situés dans les jonctions serrées
paracellulaires. Ainsi, le récepteur antigénique chimérique (CAR : chimeric antigen
receptor), la nectine-1, le récepteur 1 de la toxine de I'anthrax (ANTXRL1 : anthrax toxin
receptor 1) ou encore le CD46, se trouvent dans une configuration intercellulaire
nécessitant un passage des particules virales dans I'espace jonctionnel?°1202, Cette
situation peut freiner l'efficacité des OVs dans le cadre de tumeurs particulierement
denses. En effet, I'espace entre des cellules tumorales dans le stroma se trouve étre
particulierement étroit, avec 20 nm en moyenne?®3. Cette distance exclue totalement
la diffusion des OVs, dont les diamétres sont nettement supérieurs. Cependant, le
phénoméne de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT : epithelial-mesenchymal
transition), a lorigine des capacités d’invasion des tissus et de formation de
métastases des tumeurs et impliquant un remaniement constant de configuration
tissulaire, induit la perturbation des jonctions cellulaires, permettent la libération des

récepteurs??,

C) Expression des récepteurs viraux par les cellules non

tumorales

Une majorité de virus en étude possedent un tropisme pour de nombreux types
cellulaires autres que la cellule cancéreuse (Tableau 3). La rétention dans un
compartiment cellulaire ou tissulaire non cible, en plus d’engendrer de possibles effets
secondaires, peut particulierement impacter la biodistribution d’un virus oncolytique?%4.
Par exemple, les adénovirus de sérotype 5 interagissent énormément avec différentes
cellules sanguines ou certaines cellules immunitaires hépatiques?°>2%, En effet, prés
de 90% de la charge virale semble étre séquestrée par les cellules de Kupffer et les
erythrocytes chez la souris. Une déplétion de ces cellules semble augmenter fortement
I'infection au site tumoral®®’. De la méme facon, la capacité du virus de la rougeole a
infecter les LTs, LBs ainsi que les DCs et les monocytes provoque une rétention dans

les organes lymphoides secondaires et dans le sang lorsqu’il est injecté en
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intraveineuse (1V)?%8, En effet, I'atténuation des souches vaccinales altére la capacité
de réplication mais ne réduit pas la capacité a infecter les cellules myéloides!®.
Néanmoins, il a été montré que la réplication transitoire de la souche vaccinale
Edmonston B dans les monocytes sanguins et les macrophages tissulaires modifiés
pour exprimer le CD46 humain favorise la mise en place d’'une réponse immunitaire
anti-rougeole chez la souris. Cette réponse est permise notamment par le titrage des
particules virales par les macrophages et monocytes, protégeant ainsi les DCs de
l'infection et leur permettant de remplir pleinement leur réle dans la présentation des

antigénes aux lymphocytes?09:210,
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Récepteur d’entrée

CAR

CMH I
CD46

Nectin-1

HVEM
LDLR

Nectin-4

CD150

ANTXR1
JAM-A

Acide sialique

CD155

Virus

Ad54847  Coxsackievirus48

Ad54e
Ad1157, MV3L58

HSV-152
HSV-152

VSVE2, Maraba virus MG183

MVs8

M58
Seneca Valley virus-0018Z
ReovirusZ2

Reovirus?, NDVZ2

PoliovirusZ

Tissus sains

Coeur#?, Cerveau?, pancréas,
intestin, cellules épithéliales et
endothéliales 5146

Toutes les cellules nucléées24
Toutes les cellules nucléées22

Cellules épithéliales et
fibroblastes?

LT, poumon, foie, reins&l

Toutes les cellules&

Peau, oesophage, placenta,
vessie, prostate, glandes
salivaires, estomac, cellules
endothéliales%8.62

LT, LB, NK et DCS&

Cellules endothéliales et
macrophagest 69
Endothélium, épithélium et
leucocytes’®

Toutes cellules®

Structures embryonnaires,

faiblement exprimé dans la plupart

des tissusZZi8

Tissus tumoraux

Surexpression : foie, cblon, vésicule
biliaire, cesophage, pancréas, estomac et
vulve?l1
Tendance a la baisse d’expression?12
Surexpression : sein, Foie, Ovaire!%, Téte
et cou 213, rein?'4, mésothéliome®3
Surexpression : foie?!s, colon, sein, vessie,
pancréas?6
Colon, peau, oesophage, estomac, foie,
sein, lymphomes, prostate2®
Surexpression : Sein?’

Surexpression : vessie, Téte et cou?!8,
ovaire?!®, sein, pancréas, vessie, colon,
peau?L6

Surexpression : systéme nerveux
centrall®?, prostate, sein?2°
Surexpression : estomac, sein, célon
pancréas??!
Surexpression dans presque tous les
cancers???
Surexpression : gliome, neuroblastome,
poumon?23

Surexpression : colon, poumon, peau,
pancréas, estomac, sein, ovaire??*

Tableau 4 : Expressions des récepteurs classiques des OVs dans les tissus sains et tumoraux. CAR : coxsackievirus and adenovirus Receptor,
HSPG : heparan sulfate glycosaminoglycans, CMH | : complexe majeur d’histocompatibilité I, HVEM : herpes virus entry mediator, LDLR : low-density
lipoprotein receptor, ANTXRL1 : receptor anthrax toxin receptor 1, GAGSs : glycosaminoglycans, JAM-A : junctional adhesion molecule-A, Ad : adénovirus,
HSV-1 : herpes simplex virus 1, MV : measles virus (virus de la rougeole), VSV : virus de la stomatite vésiculaire, VV : virus de la vaccine, NDV : newcastle
disease virus, LT : lymphocyte T, LB : lymphocyte B, NK : cellules natural killer, DC : cellules dendritiques. TCGA : cancer genome atlas program
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2. Réponse cellulaires antivirales

Dés la fusion d’une particule virale avec la membrane de la cellule hbéte, un
ensemble de mécanismes de défenses cellulaires permet le contrble de l'infection.
Face a cela, les facteurs de virulence des virus sont capables de saboter partiellement
ou totalement les défenses antivirales de la cellule afin de promouvoir leur réplication.
Les souches virales utilisées dans le cadre de la virothérapie oncolytique présentent
la plupart du temps des phénotypes atténués par I'inactivation de ces facteurs de
virulence, ne permettant plus leur réplication. Dans ce cadre, la perte des fonctions
cellulaires antivirales constituent un point majeur de la sensibilité des tumeurs aux OVs
atténués. En effet, ces mécanismes, ayant des fonctions antiprolifératives, anti-
angiogéniques et pro-apoptotiques, sont souvent défectueux dans les cellules
canceéreuses. Leurs défauts les rendent vulnérables a la réplication de virus atténués

contrairement aux cellules saines dont les réponses antivirales sont fonctionnelles!3,

a) Fonctions cellulaires antivirales
a. Reconnaissance du virus

La reconnaissance par la cellule de PAMPs viraux est initiée par différentes familles
de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR : pattern recognition
receptor), résumés dans la Figure 5. Les PAMPs viraux sont principalement composés
d'acides nucléiques tels que I'ARN double brin (ARNdb), 'ARN simple brin (ARNsb)
non coiffé et I'ADN cytosolique mais comprennent également certaines protéines
membranaires virales. Les cing classes principales de PRR détectant ces PAMP
viraux sont les récepteurs de type Toll (TLR : toll-like receptors), les récepteurs de type
lectine C (CLR : C-type lectin receptors), les récepteurs de type RIG-1 (RLR : RIG-I-
like receptors), les récepteurs de type AIM2 (ALR : AlIM2-like receptors) et les

récepteurs de type NOD (NLR : nucleotide oligomerization and binding domain)?2°.

Dans un premier temps, les TLRs et les CLRs membranaires sont capables de
reconnaitre les PAMPs viraux. En effet, les protéines de surface des particules virales
peuvent étre reconnues au niveau de la membrane cellulaire lors des phénoménes
d’adsorption ou de bourgeonnement notamment grace aux TLR2 et TLR4. Cependant,
la reconnaissance du virus par la cellule est principalement déclenchée par la

présence d’acides nucléiques. Ainsi, au niveau des endosomes, le TLR3 reconnait les
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ARNdDb, le TLR 7 et 8 les ARNsb et le TLR9 les motifs cytosine—phosphate—guanine
(CpG) non méthylés de 'ADN. Ces trois derniers TLRs sont exprimés exclusivement
par les cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques. Les autres sont
exprimés par différents types cellulaires, notamment les cellules épithéliales des
mugueuses. Alors que les CLRs sont principalement impliqués dans la capture
d’antigénes par les cellules présentatrices d’antigénes, les TLRs ont un réel role
d’alarme. Leur activation induit 'expression de cytokines inflammatoires et antivirales
notamment via la réponse primaire de différenciation myéloide 88 (MyD88 : myeloid
differentiation primary response 88) et I'adaptateur contenant un domaine TIR et

induisant l'interféron-B (TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g)
226,227

La reconnaissance des ARN viraux cytosoliques est réalisée principalement par les
hélicases de la famille des RLRs, exprimées dans tous les types cellulaires,
spécialisées dans la reconnaissance des virus a ARN. Retinoic acid inducible gene |
(RIG-I) et melanoma differentiation associated gene 5 (MDA-5) reconnaissent les
ARNdb?%8, Contrairement a RIG-I et MDA-5, I'hélicase cytosolique laboratory of
Genetics and Physiology 2 (LGP-2), également de la famille des RLRs, reconnait
'’ARNdb mais agit comme un régulateur négatif des autres RLRs??°. De méme, de
nombreuses études décrivent DEAD-box polypeptide 3, X-linked (DDX3), une autre
hélicase cytosoligue, comme un capteur d'’ARN viral dont l'activation entraine des
cascades de signalisation antivirales?®°. Les membres de la famille des NLRs,
notamment NOD2, sont également impliqués dans la reconnaissance d’ARNsb

viraux2s31,

La reconnaissance des ADN viraux cytosoliques est réalisée par un grand nombre
de molécules difféerentes d’expression ubiquitaire. Ainsi, plusieurs membres de la
famille des ALRs tels qu’AIM2, IFI16, PYHIN1, MNDA et DAI, sont caractérisées par
un domaine de liaison a 'ADN leur permettant de réagir a la présence d’ADN viral>®2.
De méme, d’autres senseurs cytosoliques, comme la polymérase Ill, cGAMP Synthase
(cGAS) et LRR Binding FLII Interacting Protein 1 (LRRFIP1) sont de plus en plus
décrits pour leur réle de détection des ADNdb viraux. Les récepteurs NLRs et ALRs
activés conduisent a la sécrétion de cytokines inflammatoires et antivirales via la voie

NF-kB et la voie du facteur de régulation des interférons 3 (IRF3 : interferon regulatory
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factor 3), mais aussi a I'activation de l'inflammasome et de la caspase 1, entrainant

une mort cellulaire inflammatoire par pyroptose?26:233,

Ensuite, des signaux de danger indépendants des PAMPs viraux peuvent étre
impliqués dans les mécanismes de détection de l'infection virale. Notamment, les
phénomeénes de fusions membranaires, méme s’ils ne sont pas limités au contexte
infectieux, sont considérés comme des signaux de danger?3*. La détection d’une
présence virale par ces différents mécanismes induit I'activation de différentes voies
de signalisation convergeant vers I'expression de cytokines pro-inflammatoires et

antivirales.

Enfin, une cellule peut également répondre a la présence de DAMPs induite par la
lyse virale de cellules adjacentes. Les principaux DAMPs libérés lors d’'une infection
virale, décrits préecédemment, sont la CALR, HMGB1, 'ATP et les HSP. Les HSP et
HMGB1 peuvent étre reconnues par les TLR2 et TLR4 membranaires, entrainant des
voies de signalisation pro-inflammatoires et antivirales. HMGB1 peut également
activer des récepteurs RAG membranaires, dont la voie de signalisation conduit a
I'expression de cytokines inflammatoires via I'activation de NFkB2%. Les HSP, tout
comme la CALR, peuvent également étre reconnues par la protéine 1 liée au récepteur
des lipoprotéines de basse densité (LRP1 : low density lipoprotein receptor-related
protein 1), aussi appelé CD91, a la surface des cellules présentatrices d’antigénes,
induisant de méme [l'activation de la voie NF-kB mais aussi l'activation de ces
cellules?3®. La CALR agit alors comme un signal « eat-me » a la surface des cellules
tumorales mortes pour qu’elles soient phagocytées. La présence d’ATP dans le milieu
extracellulaire peut enfin étre détectée par les récepteurs P2X7 et P2Y2, promouvant

I'expression de cytokines inflammatoires?3’.

Pour conclure, la reconnaissance de 'ensemble des signaux des PAMPs et des
DAMPs, reconnus par la cellule en association avec le contexte cytokinique, orchestre
une symphonie particuliére permettant une fine adaptation de la réponse cellulaire et

immunitaire au danger.
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Figure 5 : Reconnaissance des virus par les PRRs. La reconnaissance membranaire,
endosomale et cytosolique des molécules virales par les PRRs active des voies antivirales IFN
I, IFN 11l et 'expression de génes stimulés par les IFN (ISG : Interferon stimulated genes) a
travers les facteurs de transcription IRF3 et IRF7. En paralléle, I'activation des PRRs permet
aussi l'induction des voies de signalisation engageant les facteurs de transcription AP1, IRF5
et NF-kB. Ces voies aboutissent a I'expression de cytokines pro-inflammatoires et a la mise
en place de l'inflammasome?!31.217.232-234,
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b. Les réponses IFN antivirales

Ce sont les cytokines solubles et particulierement les IFN, par leurs actions auto et
paracrines, qui mettent en branle et propagent les défenses antivirales. Méme si les
IFN 1l jouent un réle protecteur auxiliaire non redondant permettant de contrdler la
pathogénie de certains virus, ce sont essentiellement les IFN | et Il qui assurent la

mise en place d’'une réponse antivirale effective?38.

La réponse IFN |

Les IFN | sont un groupe de cytokines immunomodulatrices codées au niveau de
la cytobande 9p21.3. Ces génes codent chez I'humain pour treize types d’IFN |
fonctionnels : I''FNa (IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNA5, IFNAG, IFNA7, IFNAS8, IFNALO,
IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17 et IFNA21), I'lFNw (IFNW1), I''FNe (IFNE), I'FNk
(IFNK) et I''FNB (IFNB1), ainsi que 11 pseudogenes IFN?39, L’expression de ces génes
est induite par la fixation des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et NF-kB. Leur
translocation nucléaire a lieu suite a I'activation de voies de signalisation dépendantes
des PRRs principalement suite a la détection d’'une infection virale. La voie de
signalisation des IFN | est médiée par le récepteur de I'lFN-a et IFN-B (IFNAR :

interferon-a/B receptor).

Cette voie de signalisation mene a la transcription de plus de 300 genes stimulés
par les IFN (ISG : IFN stimulated genes) (Figure 6)?%°. Les activités des ISGs sont
multiples. Principalement antivirauy, ils interférent avec toutes les phases du cycle de
vie des virus, se concentrant particulierement sur les étapes cruciales de traduction,
d’assemblage et de sortie?*!. Certains ISGs participent aussi a I'amplification de la
réponse antivirale ou a sa résolution®*2. La compréhension de I'ensemble de leurs
modes d’action est encore aujourd’hui un des enjeux de la recherche en immunité
innée.

La réponse IFN | constitue le principal moyen de défense cellulaire face aux
infections virales. Ainsi, des souris dépourvues du récepteur IFNAR développent
généralement des infections multiples dans la journée suivant I'exposition a des virus
gui ne sont pas pathogenes chez les souris ayant un récepteur IFNAR fonctionnel?43,
Chez 'lhomme, les anomalies génétiques touchant la voie de signalisation IFNAR sont

rares et mortelles?44,
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Figure 6 : la réponse IFN |, d’aprés Schneider et al. ?*2. Les PRRs membranaires,
endosomaux et cytosoliques reconnaissent les molécules virales sous forme de protéines ou
d’acides nucléiques. Les signaux de ces PRRs induisent I'activation des facteurs de
transcription IRF3, IRF7 et NF-kB qui transloquent alors vers le noyau. lls se lient a des
promoteurs spécifiques et les activent, déclenchant I'expression des IFN | ainsi que celle d’'un
sous-ensemble d'ISGs. Les IFN | ont une action auto et paracrine par fixation sur leur récepteur
IFNAR, induisant la phosphorylation des protéines janus associated kinase 1 (JAK1) et
tyrosine kinase 2 (TYK2). Ces kinases vont a leur tour phosphoryler le récepteur, entrainant la
phosphorylation des protéines signal transducer and activator of transcription 1 et 2 (STAT1
et STAT?2). Ces protéines phosphorylées, associées a IRF9, formeront le complexe ISG Factor
3 (ISGF3). La fixation de ce complexe sur les sites présentant des éléments de réponse
stimulés par les IFN (ISRE : interferon-stimulated response element) du génome induit
I'expression d'un large spectre d'ISG.

Noyau

La réponse IFN Il

Les IFN Il sont également des cytokines antivirales dont les fonctions sont
similaires a celles des IFN I. Elles comptent parmi elles quatre molécules : I'lFN-A1,
I'IFN-A2 et I'IFN-A3 aussi appelées 1L29, IL28A et IL28B et I'IFN-A4245,

L’expression de ces cytokines est induite, par la reconnaissance des molécules
virales par les PRRs. L’engagement des PRRs initie comme pour les IFN | une réponse
transcriptionnelle antivirale par le biais des facteurs de transcriptions NF-kB, IRF3 et

IRF7. Les IFN 1ll sont donc co-exprimés avec les IFN |, mais leur cinétique
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d’expression est retardée, notamment celle de I'lFN-A2 et 'lFN-A3 dépendante du seul
facteur de transcription IRF7. En effet, ce facteur de transcription n’est présent de
maniére basale que dans certains types cellulaires immunitaires (pDCs), et est induit

dans les autres types par les IFN 1246,

Le récepteur des IFN Ill est composé de deux chaines : 'lFN-AR1 ou IL28RA et IL-
10R2 ou IL-10Rp. La liaison d’une des quatre molécules IFN Il au récepteur entraine
I'activation des tyrosines kinases janus associated kinase 1 (JAK1) et tyrosine kinase
2 (TYK2) associées au récepteur, engageant la méme voie de signalisation que les
IFN 1. Les deux types d'IFN antiviraux induisent donc des réponses transcriptionnelles
tres similaires?47-248, Néanmoins, les IFN Ill, comme les IFNB, ne sont pas affectés par
la boucle de rétro-inhibition médiée par I'activation d'IFNAR2 et la protéine Uspl18 qui
inactive les IFNa. Ainsi, ils générent des réponses antivirales prolongées?*°. Par
ailleurs, contrairement aux autres facteurs IFN, tous les types cellulaires ne répondent
pas pleinement a I'lFN-A car I'expression de leur récepteur n’est pas ubiquitaire comme
IFNAR?0, L’équipe a d’ailleurs montré que les lignées de MPM permissives a la
réplication du MV produisait des IFN de type 111?2. Des données non publiées montrent
que le manque d’activité antivirale des IFN Ill peut s’expliquer par la faible expression

de son récepteur a la surface des lignées de MPM.

c. La signalisation pro-inflammatoire
Inflammasome, IL-1 et IL-18

Les inflammasomes sont des structures cytosoliques contribuant aux réponses
antivirales. Jurg Tschopp a été le premier a les identifier en 200225, Leur structure
consiste en un assemblage oligomérique d’une protéine de détection, d’'un adaptateur,
la protéine de type speck associée a l'apoptose contenant un domaine CARD (ASC :
apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) et d’un effecteur, la pro-
caspase 12°2. Actuellement, il a été démontré que cinqg types d’'inflammasomes sont
impliqués dans I'immunité antivirale : l'inflammasome NLRP3, l'inflammasome RIG-I,
linflammasome MXA (myxovirus resistance protein 1), linflammasome IFI16

(Gamma-interferon-inducible protein) et l'inflammasome AIM2 (absent in melanoma
2)253‘254.
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L'activation des inflammasomes est un processus en deux étapes, décrites dans
la Figure 7. Ces complexes de l'immunité innée constituent un élément clef du
systeme antiviral. De fait, leur activation par la détection de molécules virales entraine
la maturation des cytokines IL-1( et IL-18 inflammatoires ainsi le déclenchement de la

mort cellulaire pyroptotique.

Le principal réle de I'lL-1 est 'engagement des voies de signalisation permettant
I'expression d’autres cytokines et chimiokines, amplifiant la réponse inflammatoire,
recrutant et activant les cellules immunitaires?>. Ainsi, dans les cellules épithéliales
humaines infectées par le virus de la varicelle, le blocage du récepteur de I'lL-1, I'lL-
1R1, empéche la régulation a la hausse des cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines telles que I'lL-6, I'lL-8 et CXCL2, mais n'a eu aucun effet sur la production
d'IFN I, I'expression des ISGs ou la réplication du virus. Un réle antiviral direct de I'lL-
1B a cependant récemment été décrit dans différents types cellulaires.
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Figure 7 : mise en place de I'inflammasome suite & une infection virale. Dans un premier
temps, l'activation des PPRs par les molécules virales va entrainer la transcription des
cytokines IL-1B et IL-18 immatures. En paralléle, une des protéines de détection (NLRP3, RIG-
I, MXA, IFI16 ou AIM2) va reconnaitre les DAMPs associés aux virus et va s’organiser en un
complexe protéique avec la protéine ASC et la pro-caspase 1. La pro-caspase-1, prise dans
ce complexe, est convertie en caspase-1 active par autoprotéolyse. La caspase-1 activée
transforme la pro-IL-1B et la pro-IL-18 en leurs formes actives, IL-13 et IL-18. Elle active
également par clivage la gasdermine D (GSDMD), une protéine formant des pores
membranaires, provoquant la fuite du contenu cytosolique ainsi que la mort cellulaire par
pyroptose?°6.257,
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En effet, sa présence induirait la production d’'IFN | et d'ISGs antiviraux,
notamment dans les cellules myéloides, a travers I'activation de la voie MyD88/NF-
kB2%8, Par ailleurs, I'lL-1B active IRF3 dans des astrocytes foetaux humains in vitro,
induisant I'expression d'IRF7 et d'IFN-B2°°. Enfin, certains auteurs ont pu montrer que
'lL-1B produite par des kératinocytes in vitro est capable d’induire directement la

production d’ISGs par des fibroblastes via I'activation de la signalisation JAK/STAT?2,

Le principal réle de I'lL-18, anciennement connue sous le nom de facteur
d’induction de I'lFNy, est l'activation de la réponse des LTs Thl. En effet, sa voie de
signalisation permet I'induction de la production d’'IFNy dans les LTs et les cellules NK.
Par ailleurs, I'lL-18 induit I'expression du TNF-a, de I'lL-1B3, du ligand Fas et de
plusieurs chimiokines par l'activation du facteur de transcription NF-kB2%!, Le role
antiviral indirect de I'lL-18, par linduction de réponses T, a été décrit contre de

nombreux virus, notamment le virus Ectromelia, le HSV et les rotavirus262.

Autres Cytokines pro-inflammatoires

De nombreuses autres cytokines sont connues pour jouer un réle dans la défense
de I'hdte contre les infections virales. Parmi elles, TNF-a est classiquement décrit aux
cotés des IFN | dans les infections virales pour ses activités antivirales directes. |l
prévient notamment la réplication de nombreux virus in vitro, comme le virus de la
grippe A, de la stomatite vésiculaire, de I'encéphalomyocardite et le virus de I'herpés
simplex de maniére dose-dépendante, prévenant le développement de leurs effets
cytopathiques?3264, D’un autre coté I'lL-2, I'IL-6, I'lL-12 et I'lL-13 contribueraient a la
réponse antivirale indirecte par leur capacité a moduler divers aspects de la réponse
immunitaire adaptative, jouant un réle dans le recrutement et I'activation de cellules

immunitaires capable de réguler I'infection virale2%°.

b) Mutations des voies antivirales dans les tumeurs
a. Mutations favorables a la réplication virale

Les cellules en cours de transformation tumorale subissent un processus
d'immuno-édition consistant en une élimination sélective par le systéme immunitaire
de I'héte. La pression constante du systeme immunitaire pour éliminer efficacement la

tumeur va paradoxalement participer a la sélection darwinienne de variants moins
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immunogenes. Cette sélection aboutit a la formation d’'une masse tumorale immuno-

résistante, proliférant activement sans restriction26®.

Lors de ce processus d’'immuno-édition tumorale, les réponses antivirales sont
souvent altérées. Ces réponses ont la capacité de promouvoir I'élimination de cellules
tumorales par les cellules de 'immunité adaptative, en particulier par les cellules NK
et LTcs. Elles possedent cependant des fonctions antiprolifératives, anti-
angiogéniques et pro-apoptotiques qui sont incompatibles avec un développement
tumorall38.267.268  Ainsi, il a été montré que le développement syngénique de sarcomes
immunogénes chez des souris déficiente en rag2 (sans lymphocytes) n’était possible
gu’avec un blocage du récepteur aux IFN I. De méme, les souris knock out pour ce
récepteur étaient plus sensibles a la formation de tumeurs induites par des
carcinogénes?®®. Différentes mutations de la voie IFN | et lll ont été rapportées dans

les tumeurs.

Tout d’abord, la perte hétéro ou homozygote de la région p21 du chromosome 9
portant le cluster des genes IFN | (9p21.3). Ainsi, une vaste méta-analyse de données
individuelles de 9937 patients obtenues a partir de cBioportal indique que la délétion
d’au moins une copie des génes IFN | est prévalente pour les cancers de la peau (69
%), du poumon (63 %), de I'cesophage (61 %), du pancréas (53 %) et du MPM (51
%)270. Par ailleurs, notre équipe a montré la proximité du locus codant les IFN | avec
le géne codant pour CDKN2A, un suppresseur de tumeur souvent délété dans les
cancers. Sur une biocollection de 78 cultures primaires de MPM, en collaboration avec
le Dr Didier Jean du centre de recherche des Cordeliers, nous avons mesuré que les
co-délétions homozygotes de CDKN2A et des genes IFN | sont retrouvées chez 23%
de patients souffrant de MPM?267. Récemment, une équipe a mis en place la technique
MACHETE qui permet de déléter les deux copies de larges régions génomiques dans
les cellules tumorales?’t. Cela leur a permis de montrer que la co-délétion des génes
IFN | et de CDKN2A dans une lignée murine de cancer du pancréas favorise I'évasion
immunitaire, les métastases et la résistance a I'immunothérapie par rapport a la lignée
ou seul CDKN2A est délété.

D’autres mutations engendrant des pertes de fonction de la voie IFN | sont
retrouvées. On retrouve parmi elles I'épissage alternatif d'IRF3 abrogeant ses
fonctions?’?, la mutation ou sous-expression de STAT127® et la perte d'IRF9/p48274,
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Notre équipe a également pu mettre en évidence que I'expression de certains sous-

ensembles d’ISGs est parfois altérée dans le cadre du MPM?2,

La virothérapie oncolytique tire avantage de cet environnement immunosuppressif
car il est favorable a la réplication des virus. Par exemple, le génome du MV code pour
deux protéines accessoires dites de virulence, V et C, jouant un réle antagoniste de la
réponse IFN 1275, Les souches sauvages du virus de la rougeole sont naturellement
capables, grace aux actions de ces genes, de contrecarrer cette réponse antivirale?s.
Notre équipe a pu montrer que la souche atténuée Schwarz du MV est sensible aux
IFN I, contrairement a la souche sauvage?2276. Cette sensibilité est notamment due a
des mutations du géne codant pour les protéines V et C et a la présence de particules
virales défectives interférentes détectables par RIG-I et MDA-5%28.277.278 D’autres virus
oncolytigues, comme le VSV, le NDV, le VV, le HSV-1, les réovirus, le Sindbis virus,
les adénovirus et le virus de Sendai sont naturellement sensibles a la réponse IFN |
ou présentent des mutations au niveau de leurs géenes de virulence, liées aux
processus d’atténuation?’?. Ces mutations les privent de leurs capacités antagonistes
de la réponse IFN I. Ainsi, ces OVs ne sont plus capables de se répliquer dans les
cellules saines, mais le font aisément dans les cellules tumorales dont la réponse IFN

| est défective.

b. Mutations défavorables a la réplication virale

Toutes les tumeurs et toutes les cellules tumorales a l'intérieur des tumeurs ne
portent pas de mutations inactivant les voies antivirales. Au-dela de I'expression
classique de ces genes par certaines tumeurs, la régulation a la hausse de la
signalisation de I'IFN a été signalée dans un certain nombre de tumeurs, notamment
les cancers de l'ovaire, du pancréas, du MPM et du mélanome?8°, La méta-analyse
des données de 9937 patients obtenues a partir de cBioportal citée précédemment
indique notamment une proportion de mutations de type gain/amplification du cluster
de génes codant pour les IFN I, notamment pour les cancers de l'ovaire (22%),
colorectal (20%) et de la vessie (20%). En ce qui concerne le MPM, cette proportion
est faible (1,5%)37°.

De méme, il a été montré que certaines cellules tumorales peuvent présenter une
activation chronique de géenes antiviraux, responsable de résistances aux OVs. Le

groupe du Dr Stephen J Russell et du Dr Evanthia Galanis a lancé des essais cliniques
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d'immunothérapie oncolytique a base de MV dans plusieurs cancers différents. lls ont
rapporté dans des modéles précliniques de gliome et dans un essai clinique de phase
| qu'une signature IFN | élevée dans la tumeur, caractérisée par une forte expression
de plusieurs ISGs, est un marqueur pronostique de l'inefficacité du MV?8L. lIs ont
ensuite montré in vitro que cette signature IFN | constitutive présente dans les lignées
cellulaires tumorales résistantes peut étre réduite par un traitement avec le ruxolitinib,
un inhibiteur de JAK1/2 qui inhibe la signalisation IFNAR. Ce traitement a permis de
surmonter la résistance et de rendre les lignées cellulaires tumorales permissives a la
réplication du MV. Dans d’autres études, I'analyse RNA-seq de cellules de mélanomes
résistantes au VSV sauvage et au virus Sindbis a révélé de larges changements dans

I'expression des ISGs, méme en 'absence de virus?81:282,

Cette activation chronique peut notamment étre due a la présence d’ADNdb dans
le cytoplasme provenant de fuites mitochondriales, couramment retrouvées dans les
cancers, et activant la voie cGAS/protéine stimulatrice des genes IFN (STING :
stimulator of IFN genes)?83284, Elle peut aussi étre causée par I'expression de
rétrovirus endogénes dans les cellules tumorales sous forme d’ARNdb qui activent la
voie RLR/Protéine de signalisation antivirale mitochondriale (MAVS : Mitochondrial
antiviral-signaling protein)?8>286_Enfin, la signalisation IFNAR des cellules tumorales
peut étre activées par les IFN | des cellules phagocytaires produits en réponse aux
cellules tumorales nécrotiques?®’. Parmi les lignées de MPM de I'équipe, I'une d’entre
elles, Meso4, expriment constitutivement des IFN | et des ISGs. Cette lignée est
résistante a la réplication du MV et peut étre rendue permissive par un traitement au

ruxolitinib?2.

En ce qui concerne les signaux inflammatoires et les inflammasomes, leur role
dans la tumorigénese reste trés controversé. Méme si linflammation chronique
présente dans le microenvironnement reste l'une des principales caractéristiques du
cancer, son impact sur la progression tumorale est ambigu. Les inflammasomes et
cytokines inflammatoires peuvent a la fois promouvoir et supprimer le développement
tumoral en fonction du types de tumeurs, mais aussi du type d’'inflammasome impliqué
et des molécules effectrices en aval**4288, En ce qui concerne le MPM, il s’agit d’'un
cancer particulierement inflammatoire, car son processus de tumorigénese est
principalement induit par I'inflammation chronique causée par la présence de fibres

d'amiante?®. En effet, cette inflammation chronique favorise la dérégulation de la

62



réparation des dommages a ’ADN, la fibrose et TEMT. L'une des voies inflammatoires
activées par I'amiante est entre-autres celle de I'inflammasome de type NLRP32%, Au-
dela des fonctions antivirales directes des cytokines inflammatoires et des
inflammasomes, qui sont encore trés peu décrites, le microenvironnement tumoral
peut répondre a cette inflammation chronique. Il peut tout d’abord agir directement
contre les particules virales, mais surtout il peut potentiellement produire des IFN | face
aux signaux inflammatoires, pré-activant les défenses antivirales des cellules
tumorales et leur conférant une résistance aux OVs?°1. Dans ce contexte, notre équipe
a notamment pu montrer que le Ruxolitinib, un inhibiteur de la signalisation JAK1/2,
inhibe la voie de signalisation IFN | dans des lignées de MPM, potentialisant I'effet
oncolytique du MV?2,

3. Cycle cellulaire, métabolisme

La capacité des cellules tumorales a se diviser sans restriction implique des
modifications des voies du cycle cellulaire et des voies métaboliques promouvant une
division cellulaire intense, particulierement favorables aux infections virales. En effet,
les virus exploitent les fonctions de la cellule héte afin de produire et d’assembler les
composants nécessaires a la production de nouvelles particules virales. Les besoins
métaboliques et énergétiques nécessaires a leur réplication sont tres similaires a ceux
des cellules tumorales proliférantes'®’. Néanmoins, les cellules tumorales ont
également une capacité de mise en dormance face au stress cellulaire. Les cellules
cancéreuses dormantes proliféerent moins vite voir pas du tout, présentant des
propriétés de cellules souches et/ou de sénescence. Ce mécanisme d’échappement
tumoral met en place un état métabolique et des voies de signalisation qui sont

particulierement défavorables a la réplication virale?®2.

a) Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est défini comme le processus correspondant a la vie d’une
cellule, depuis sa formation par division de la cellule mére jusqu’a la fin de sa propre
division en deux cellules filles?%3. Ce cycle est divisé en deux parties fondamentales :
la Mitose et I'Interphase. La Mitose correspond a la séparation des chromosomes filles
(Prophase, Prométaphase, Métaphase, Anaphase et télophase) et se solve par la

division cellulaire (cytokinése). Cette étape, bien qu’étant la plus spectaculaire du
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cycle, est tres courte. En effet, environ 95 % du cycle cellulaire se déroule en
Interphase, c'est-a-dire la période entre les mitoses. L’interphase est divisée en quatre
phases différentes. Tout d’abord la phase G1 (Gapl) correspond a l'intervalle entre la
Mitose et [l'initiation de la réplication de I'ADN. La cellule est active sur le plan
métabolique, croit et met en ceuvre ses fonctions spécifiques. Cette phase est
considérée comme ['état basal d’'une cellule et peut durer indéfiniment, dans un état
de quiescence ou phase GO (Gap0). Lors de la quiescence, la cellule est active
meétaboliguement mais ne progresse plus dans son cycle. Ensuite, lors de la phase S
(synthése), la cellule réplique son ADN. Enfin, la phase G2 (Gap2) permet de préparer
la mitose en terme de croissance et de synthése protéique?®*(Figure 8).

p53————p21
Stimulation
mitogéne INK4) p15,p16, p18, p19 ®
MDM-2 / .
Phase Gy Cycline D Rb
p14 (Quiescence)

G
‘

(e [-=) F—| Cip/Kip| P21, p27,p57

--------- Point de contrdle G./S

b s CDK2
"6, LI —— | Cip/Kip | P21, p27, p57

(TN —— | Cip/Kip| P21, p27, p57

Figure 8 : régulation du cycle cellulaire d’aprés Lucia C. Leal-Esteban et al*®>. Le cycle
cellulaire comprend les phases suivantes, G1 (Gapl), S (Synthése de I'ADN), G2 (Gap2) et M
(Mitose) qui sont contrélées par les régulateurs du cycle cellulaire. Les cellules quiescentes
sortent de la phase GO aprés une stimulation mitogéne qui induit la production de cycline D,
qui pourra s’associer les CDK4/6. Ces complexes s'accumulent durant la phase G1, entrainant
la phosphorylation de la protéine Rb qui libére le facteur de transcription E2F. Ce facteur
déclenche la transcription critique de génes nécessaires a la mise en route irréversible de la
phase S, dont la polymérase, Cycline E et la Cycline A. Les complexes Cycline E-CDK2
deviennent actifs et continuent a hyperphosphoryler la protéine Rb. L’activation de CDK2 par
la Cycline A permet la transition en phase S. La phase G2 se caractérise par I'association de
la cycline A et de CDK1. La Cycline B active enfin CDK1, permettant une entrée en mitose.
Lors du cycle, l'activation et la fonction des différents complexes CDK/cyclines sont
négativement régulées par les familles de CDKis INK4 (p15, p16, p18, p19) et Cip/Kip (p21,
p27, p57). Ces CDKis peuvent elles-mémes étre régulées par d’autres protéines. Notamment,
p14ARF, une protéine issue comme p16 du gene CDKN2A, inhibe I'action de MDM2, activant
l'inhibition du cycle via p53 et p21.
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La transition entre les différentes phases du cycle est complexe, hautement
régulée par des mécanismes endogenes et exogenes. Trois points de contrble
principaux, ou « check point », se situent en fin de phase G1, en fin de phase G2 et
au point de transition entre la métaphase et 'anaphase a la phase M. Les signaux
endogenes permettant la mise en route du cycle sont essentiellement des signaux
indiquant que la cellule se trouve dans un état d’équilibre permettant I'enclenchement
de la prochaine phase (ADN intact et correctement répliqgué, bonne taille et
morphologie cellulaire, assemblage du fuseau mitotique, linhibition de contact
etc...)?®. Les points de controle bloquent 'avancée du cycle jusqu’a émission de
signaux commandant sa reprise. Les régulateurs effectifs permettant 'avancement du
cycle comprennent des activateurs, les kinases dépendantes des cyclines (CDK :
cyclin-dependant kinase) associées aux cyclines sous forme de complexes CDK-
cyclines ainsi que des inhibiteurs de CDK (CDK:i : cyclin-dependant kinase inhibitor).
Ces derniers dégradent les cyclines ou inhibent I'activation des complexes CDK-
cyclines. Les fluctuations rythmiques de la quantité de cyclines spécifiques contrélent

la progression des phases?®® (Figure 8).

b) Signaux mitogenes

Pour gu'une cellule quiescente (GO) entre en division, des signaux de départ
sont nécessaires. Ces signhaux, exogenes, proviennent principalement de
communications avec dautres cellules mais aussi directement du
microenvironnement, permettant I'équilibre des tissus. lls comprennent tout d’abord
les facteurs mitogenes, de petites protéines incitant directement la cellule a
commencer la division, comme les lectines. Les autres signaux exogenes de départ
en cycle sont les facteurs de croissance. llIs sont capables non seulement de stimuler
la prolifération de la cellule mais aussi sa différenciation?%’. En effet, certains facteurs
de croissance, comme ceux de la famille du facteur de croissance épidermique (EGF :
epidermal growth factor), sont capables d’induire directement la division cellulaire mais
provoquent aussi des effets mitogénes indirects en modulant d’autres voies de

signalisation.

L’EGF est retrouvé de fagon physiologique a des concentrations significatives
dans tous les fluides humains (1 & 500 ng/ml). Il agit en se liant a son récepteur,

'EGFR. Six autres ligands de 'EGFR ont été décrits a ce jour. Il s'agit du facteur de
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croissance transformant-a (TGF-a : transforming growth factor alpha), de
I'amphireguline (AREG), de I'épireguline (EREG), de la bétacelluline (BTC), du facteur
de croissance analogue a I'EGF se liant a I'héparine (HB-EGF : heparin-binding EGF-
like growth factor) et de I'épigene (EPI). La fixation d’un ligand sur TEGFR entraine
'activation d’'un ensemble remarquable et complexe de voies de transduction, se
traduisant par la modification des voies métaboliques, la mise en place de mécanismes
de survie, de prolifération cellulaire et de réparation de 'ADN associés a 'activation
de la signalisation anti-apoptotique et a 'augmentation de la motilité cellulaire. L’'un
des rbles clef de la signalisation de 'TEGFR est I'induction de la production de la cycline
D1, formant un complexe avec CDK4/6 initiant la progression du cycle cellulaire
(Figure 9)2%,
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Figure 9 : signalisation EGFR. L'EGFR est activé par la liaison du ligand, provoquant 'homo
ou I'hétérodimérisation du récepteur. La dimérisation induit une autophosphorylation et
l'activation des voies de RAS/Raf-1/MAPK, JAK1/STAT3/5, PI3K/AKT, PLC-y/PKC. Les
récepteurs activés peuvent subir une endocytose suivie d'une translocation vers le noyau, ou
ils pourront avoir une activité co-transcriptionnelle de génes clés comme la cycline D1, Cox-2,
iINOS, aurora kinase-A, c-Myc, B-Myb, la thymidylate synthase et BRCP. Les récepteurs EGFR
peuvent également subir une translocation mitochondriale a partir des endosomes,
normalisant la dynamique mitochondriale en favorisant les phénoménes de fission. Toutes ces
voies conduisent a de nombreux signaux permettant a la cellule de proliférer?®°-302,
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C) Métabolisme cellulaire et cycle

Le métabolisme est I'ensemble des réactions biochimiques au sein d’'un
organisme. Dans I'ensemble, le réle des voies métaboliques consiste a gérer les
ressources énergétiques et matérielles de la cellule. Les voies cataboliques liberent
de I'’énergie par décomposition de molécules complexes en molécules plus simples
tandis que les voies anaboliques consomment de I'énergie afin de réaliser la synthése
de molécules complexes a partir de molécules plus simples. L'énergie libérée lors des
réactions cataboliques peut étre stockée dans les liaisons phosphates riches en
énergie de ’ATP, ou dans les électrons a haute énergie des molécules de nicotinamide
adénine dinucléotide (NADH), de flavine adénine dinucléotide (FADH2) ou de
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), afin de servir a de futures
réactions anaboliques?®3. En effet dans une cellule quiescente le glucose est utilisé
pour la génération mitochondriale d'acétyl-CoA, qui est ensuite soumis a une oxydation
dans le cycle de Krebs. Les électrons extraits des réactions d'oxydation du cycle de
Krebs sont acheminés par les NAD+/NADH et FAD/FADH?2 vers la chaine de transport
des électrons, créant ainsi un gradient électrochimique qui alimente la production
d'ATP.

Les besoins métaboliques d’'une cellule qui entre en cycle sont profondément
modifiés. En effet, la division cellulaire est un processus métaboliquement exigeant,
gui nécessite la production de grandes quantités d'énergie et/ou de biomasse selon
les phases. Ainsi, en phase G1 la cellule enclenche la production de milliers de
protéines, typiques de la division cellulaire, mais également dans I'objectif de dupliquer
la biomasse. On constate donc une baisse de la synthése d’ATP se traduisant par une
diminution de l'activité mitochondriale, associée a une forte augmentation de I'activité
des voies anaboliques. La transition entre la phase G1 et S est caractérisée par une
forte augmentation de la glycolyse et la glutaminolyse afin de fournir un regain
d’énergie a la cellule. Cela se traduit par une augmentation de I'activité mitochondriale,
notamment induite par la cycline D3, avec la mise en place d’'une hyperfusion
mitochondriale temporaire pour générer d’avantage d’ATP. La phase S se singularise
par la réplication de 'ADN. Pendant de cette phase I'activation des voies ramifiées de
la glycolyse et de la glutaminolyse fournissent les molécules nécessaires a la
biosynthése des nucléotides. Lors de la phase G2/M, le fort besoin en lipides afin de

constituer la nouvelle membrane cellulaire est comblé par une augmentation de la
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synthése de novo favorisée notamment par E2F, la cycline D3 et E. Les besoins
énergétiques de la cellule sont alors particulierement soutenus par I'action de la G3P
déshydrogénase (GAPDH), qui stimule la glycolyse. Pour finir, la phase M présente
une forte baisse des activités de biosynthése et I'apparition d’'une hyperfission
mitochondriale dans I'objectif de répartir les organites uniformément dans les deux
cellules filles. Des activations transitoires et locales des mitochondries ont cependant
lieu afin de fournir de I'ATP aux protéines motrices qui déplacent les

chromosomes302:303

d) Particularités tumorales, impact sur la virothérapie
a. Genes suppresseurs de tumeur et oncogenes

Dans les tumeurs, le cycle cellulaire est particulierement bouleversé. En effet, la
premiere caractéristique des cellules tumorales est la propension a la prolifération
anarchique. La capacité a se diviser sans frein est déterminée par la dérégulation d’'un
ou plusieurs inhibiteurs ou activateurs du cycle cellulaire, appelés respectivement dans

ce cadre genes suppresseurs de tumeur et oncogenes.

Dans un premier temps, les génes suppresseurs de tumeur ont pour fonction
d'empécher I'emballement de la division cellulaire, maintenant la cellule en phase GO
ou déclenchant son apoptose. Ces processus freinant le développement tumoral, ces
genes subissent souvent des mutations les rendant non fonctionnels lors du processus
de tumorigénese. Les protéines codées par ces géenes peuvent avoir un impact
fonctionnel direct sur les capacités de réplication virale. De fait, de nombreux virus ont
évolué vers des meécanismes d’atténuation de ces suppresseurs de tumeur dont
I'activité antivirale est de plus en plus décrite. Elles sont d’ailleurs souvent désignées
comme médiatrices des activités antivirales des IFN de type 13%4-3%_pPar exemple des
protéines de virulence du virus d'Epstein-Barr (EBV : Epstein-Barr virus), du
papillomavirus humain a haut risque (HPV : human papillomavirus) et du virus de
I'hépatite C (HCV : hepatitis C virus) peuvent inactiver fonctionnellement le
suppresseur de tumeur p533073%8 En effet, cette protéine, dont le géne est retrouvé
muté dans diverses tumeurs, est capable de diminuer la réplication de différents virus
par activation directe de la signalisation IFN I. De ce fait, les mutations inactivatrices
de ces genes retrouvées dans les tumeurs en font des cibles privilégiées pour les OVs,
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dont les facteurs de virulence sont bien souvent rendus inopérants par les processus

d’atténuation des souches utilisées pour la virothérapie.

D’un autre cbté, les oncogénes codent pour des protéines stimulant la division
cellulaire ou inhibant la mort cellulaire programmeée. Ces génes subissent couramment
des mutations activatrices dans les tumeurs mais sont aussi décrits comme favorisant
la réplication virale, notamment par l'activation les voies qu’ils favorisent. Par exemple,
I'expression anormale de la protéine Rb phosphorylée (pRB) sensibilise les cellules
tumorales a l'action lytique du cytomégalovirus (CMV) et des adénovirus30°310, De
méme, I'activation constitutive des voies de signalisation Wnt, AKT et EGFR aide a la

réplication de nombreux virus311-314,

b. Métabolisme tumoral
Besoins métaboliques

Les cellules tumorales reprogramment leur voies métaboliques afin de soutenir
la demande énergétique générée par leur croissance, mais également dans I'objectif
d’atténuer les effets du stress environnemental qu’elle génére. Les modifications des
voies métaboliques promouvant une division cellulaire intense peuvent impacter les
infections virales de différentes facons. En effet, les virus exploitent les fonctions de la
cellule hoéte afin de produire et d’assembler les composants nécessaires a la
production de nouvelles particules virales. Les besoins métaboliques et énergétiques

nécessaires a leur réplication sont trés similaires a ceux des cellules tumorales

proliférantes®®’.

Dans un premier temps, afin de soutenir ses besoins énergétiques, la cellule
tumorale augmente son absorption de glucose, d’acides aminés et de glutamine par
divers moyens plus ou moins opportunistes3!®. Parmi ces moyens, la macropinocytose
peut favoriser I'absorption de particules virales présentes dans le microenvironnement
tumoral. Ce mécanisme d’entrée est d’ailleurs naturellement décrit pour de nombreux

virus dont le virus de la vaccine, les adénovirus et le virus de la rougeole316317,

Dans un second temps, plusieurs voies métaboliques cellulaires essentielles,
dont la glycolyse, la glutaminolyse et la synthése des acides gras, sont activées en
réponse a une infection virale, comme dans les cellules tumorales. Tout d’abord, les

cellules tumorales convertissent préférentiellement I'exces de pyruvate généreé par la

69



glycolyse en lactate. En effet, elles ont un besoin accru en molécules précurseurs et
en équivalents réducteurs mais consomment relativement peu d’ATP par rapport a leur
activité. Le cycle de Krebs génére du NADH mais aussi de 'ATP qui est le principal
régulateur négatif de la glycolyse qui, elle, fournit une grande quantité d’équivalents
réducteurs. La conversion du pyruvate en lactate réduit la production d'ATP par les
mitochondries, sans répression de la glycolyse qui fournit le NADH nécessaire a
I'activité cellulaire3'®>. Ce processus, appelé effet Warburg, correspond a un état
meétabolique favorable aux demandes biosynthétiques accrues et a pu étre mis en
évidence notamment lors d’infection virales3'83° Par exemple, la réplication de
certains virus, comme le HSV-1 ou les rhinovirus, est dépendante du métabolisme du
glucose. Leur infection provoque une augmentation de I'absorption de glucose médiée
notamment par 'augmentation de I'expression du transporteur de glucose (GLUT) de
classe I (GLUT1), associée a un efflux important de lactate. La privation de glucose
dans le milieu induit une baisse de la production de virions32°. Par ailleurs, il a été
démontré que certaines enzymes de la glycolyse sont directement impliquées dans

les étapes de réplication des paramyxovirus3?L,

Ensuite, 'absorption importante de glutamine et son métabolisme accru dans les
cellules tumorales permet la synthése de novo de grandes quantités de molécules
contenant de I'azote, notamment des nucléotides et des acides aminés non essentiels.
Il a été montré que la présence de certains acides aminés, l'arginine, l'isoleucine et la
réonine, est essentielle a la bonne réplication virale, notamment du virus de la
rougeole3??, Leur forte concentration dans les cellules tumorales est donc
particulierement favorable a la réplication des OVs, tout comme I'abondance d’acides
nucléiques pour la synthese des nouveaux génomes viraux. Dans le cadre du MPM,
une activité transcriptionnelle plus élevée a été remarquée dans les sous-types
histologiques épithélioides comparés aux sous-types sarcomatoides, les rendant peut
étre plus sensibles aux OVsS323, Par ailleurs, certains OVs sont dépendants des
enzymes de production de ces acides nucléiques, dont 'expression est couramment
augmentée dans les cellules tumorales. Ainsi, la délétion de la thymidine kinase (TK)
du virus JX594 lui confére une dépendance a I'activité de la TK de la cellule héte. Cette
enzyme, présente et active uniqguement dans les cellules en division, catalyse la
réaction permettant la synthése d’'un des monoméres constituant de I'ADN, la

thymidine monophosphate (TMP)3?4. De méme, le virus oncolytique de I'herpés
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G47delta a trois de ses genes mutés dont ICP6, une ribonucléotide réductase (RR)

indispensable a la synthése d’ADN et a la réplication virale3?.

L’entreprise francaise Transgéne teste en essai clinique de phase I/l contre les
cancers gastriques, le virus de la vaccine TG6002 qui est a la fois TK- et RR- et qui
contient un géne suicide FCUl capable de transformer le 5-fluorocytosine en 5-
fluorouracile, limitant ainsi la toxicit¢ du 5FU a la tumeur (NCT03724071 ;
NCT04194034). La version de ce virus non armée du gene FCU1 et codant la GFP
(VV TK-RR-GFP+) a fait I'objet d’'une étude a laquelle j'ai participé et qui montre une
activité oncolytique importante contre le MPM3%6. En effet, les 22 lignées de MPM
étaient permissives a la réplication du virus a des niveaux variables. Dans un modele
de xénogreffe intra-péritonéale (IP) d’'une lignée humaine de MPM en souris
NOD/SCID, nous avons montré une prolongation de survie de plusieurs semaines des
souris injectées en IP avec le VV TK-RR-GFP+ par rapport aux souris contréles

traitées par le PBS.

Enfin, une conséquence commune de l'infection par de nombreux virus et de la
tumorigénése est la modification de la nature du métabolisme des lipides. En effet, les
cellules tumorales, comme les cellules infectées, favorisent une forte synthese des
acides gras. Cette synthese permet de soutenir la production de la nouvelle membrane
lors de la division cellulaire, soutenant par ailleurs la libération des particules virales
enveloppées®’. Ainsi, I'inhibition de la synthése des acides gras bloque la réplication
du SRAS-CoV-2. De méme, le virus de la rougeole induit une augmentation de la
synthese de certains acides gras afin de favoriser le bourgeonnement des particules

virales328,

Stress métabolique

Malgré les adaptations métaboliques formidables des cellules tumorales, la
masse cellulaire en prolifération exponentielle se retrouve inévitablement dans un état
de déséquilibre physiologique. De fait, les cellules en prolifération accumulent souvent
un flux de transport d'électrons qui dépasse la capacité de I'ATP synthase, entrainant
la formation d'un exces d'especes réactives de l'oxygene (ROS : reactive oxygen
species)®'®. Par ailleurs, la vascularisation aberrante des tumeurs occasionne un faible
approvisionnement en oxygene et nutriments des tissus distants des vaisseaux

fonctionnels. Le stress métabolique que cela engendre augmente la production de
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métabolites tels que I'acide lactique et I'acide carbonique, modifiant fortement pH
extracellulaire et occasionnant aussi un stress oxydatif important3?®. Ces
remaniements homéostatiques peuvent avoir un certain impact sur la capacité des OV
a infecter les tissus tumoraux et a s’y répliquer. Par exemple, une faible tension
d'oxygene exerce des effets significatifs mais aléatoires sur la réplication de plusieurs
virus a2 ADN et a ARN dans des cellules en culture et in vivo33°. En ce qui concerne les
paramyxovirus, ils semblent plutét bénéficier du manque d’oxygéne. Notamment,
l'infection par un NDV oncolytique, provogue une réaction IFN 1 moins importante dans
les cellules sous condition d’hypoxie, par un mécanisme indépendant du facteur induit

par I'hypoxie (HIF-1 : Hypoxia-inducible factor-1)331,

Mitochondries

Méme si l'effet Warburg décrit dans les cellules tumorales défavorise la
production mitochondriale d’ATP, il a été montré que les mitochondries restent bien
souvent fonctionnelles et conservent, entre-autres, la capacité de réaliser la
phosphorylation oxydative. En effet, il est aujourd’hui admis que les défauts de la
respiration mitochondriale ne sont généralement pas sélectionnés au cours de
I'évolution tumorale et qu’ils ne sont donc pas responsables de la mise en place d’'une

glycolyse aérobie préférentielle33?.

En revanche, la dérégulation de la dynamique mitochondriale a été liée a
l'initiation et a la progression de divers cancers humains. Celle-ci est régulée par la loi
de l'offre (apports en nutriments) et de la demande (besoins énergétiques), grace a
des phénomeénes de fusion et de fission régulés par des GTPases de la famille des
dynamines. La fusion du pool mitochondrial, régulée par la mitofusine (MFN) et la
protéine de I'atrophie optique 1 (OPA1 : optic atrophy 1), est associée a une production
accrue d'ATP333, Par ailleurs, la fission des mitochondries, régulée par la protéine liée
a la dynamine (DRP1 : dynamin-related protein), entraine une altération de la
phosphorylation oxydative333. Malgré I'accumulation de données sur les acteurs et la
meécanistique de la dynamique mitochondriale, nous ne savons que tres peu de choses
sur les mécanismes intra et extracellulaire régulant ce processus. Dans la plupart des
cancers, la fission mitochondriale facilite le développement tumoral. Cependant on a
constaté que c’était parfois plutét les phénoménes de fusion qui favorisaient la

tumorigénese®34. Dans une étude transcriptomique récente, Grosso et al ont pu
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montrer que le MPM présente une augmentation significative de I'expression de
protéines pro-fission avec une phosphorylation accrue de la protéine DRP1 cohérente

avec la fragmentation du réseau mitochondrial observée en microscopie3.

Une association étroite existe entre la dynamique mitochondriale et les réponses
immunitaires antivirales. Notamment, il a été montré que les cellules dont la dynamique
mitochondriale tend vers la fusion présentent une activation accrue des promoteurs
IFN-B et NF-kB lors d’infection. A l'inverse, dans les cellules dont les mitochondries
sont fragmentées la réponse antivirale est atténuée. De fait, il semblerait que
I'élongation du réseau mitochondrial favorise l'interaction entre MAVS et STING326. ||
a aussi été montré que I'ADN mitochondrial (ADNmt) cytosolique libéré par les
mitochondries hyperfusionnées au cours de l'infection par le virus de la rougeole est
capturé par le cGAS et entraine l'activation de la voie de détection de 'ADN en plus
de la détection canonique de I'ARNS3%. L’état fragmenté des mitochondries dans le
MPM pourrait donc faciliter la réplication des OVs, notamment du MV. Par ailleurs, les
mitochondries peuvent étre directement ciblées au cours des infections par les
protéines virales. Par exemple, le virus sauvage de la rougeole active la mitophagie
médiée par p62, perturbant MAVS et entrainant une inhibition significative des
réponses IFN 133, Ces processus de mitophagie sont couramment décrits dans

différents cancers et pourraient donc favoriser la thérapie par OV33°,

c. Dormance tumorale et virus

Lorsque les conditions de stress environnementaux ou thérapeutiques deviennent
trop intenses, les cellules tumorales ont la capacité de modifier leur état métabolique
pour se mettre en dormance. Les cellules cancéreuses dormantes proliferent moins
vite voir pas du tout, présentant des propriétés de cellules souches et/ou de
sénescence3*, Ce mécanisme d’échappement tumoral, initialement étudié dans le
cadre de récidives tardives sur des sites métastatiques, est aussi associé a des
phénomenes de résistance aux traitements anticancéreux dans les tumeurs primaires.
En effet, la présence de cellules en dormance a été attestée dans de nombreux
cancers, notamment au contact de zones denses et riches en fibronectine, hypoxiques
et inflammatoires (IL-6, TNF-a)?°2. En particulier, différentes études ont pu montrer que
I'hypoxie au sein de sphéroides de MPM est responsable de la mise en dormance des

cellules tumorales et associée a une résistance a la chimiothérapie341342,
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La dormance des cellules tumorales implique un état métabolique et des voies de
signalisation qui sont également particulierement défavorables a la réplication virale2%2.
Dans un premier temps, une cellule en dormance présente une cinétique de cycle
cellulaire trés ralentie associée a une diminution du métabolisme343. Comme nous
'avons décrit précédemment, la plupart des virus et des OVs, étant des parasites
obligatoires, ont une grande dépendance vis-a-vis des voies métaboliques de la
cellule. Par exemple, il a été montré que la mise en dormance des cellules de cancer
ovarien cultivées sous forme de sphéroides induit une baisse d’expression du
récepteur au LDL (LDLr : low density lipoprotein receptor). Cette baisse d’expression
impacte négativement la réplication du VSV et du virus de Maraba oncolytiques, dont
le LDLr est le récepteur d’entrée principal®*4. Par ailleurs, I'arrét du cycle cellulaire fait
partie des mécanismes de la réponse IFN | permettant de réguler la réplication virale,

notamment via I'activation de CDKi comme p21345,

Mais la mise en dormance implique également d’autres processus impactant la
réplication virale. Notamment, 'autophagie contribue a la survie des cellules tumorales
en dormance en recyclant les organelles et les protéines endommagées. En effet, ce
mécanisme catabolique palie au manque de nutriments en générant une voie
alternative de production d’ATP et favorise la réparation des dommages a I’ADN dues
au stress oxydatif par le renouvellement des amines3#¢. Néanmoins, il est également
tres fortement impliqué dans le cycle réplicatif de nombreux virus. De fait, les
processus d’autophagie sont considérés comme des mécanismes de défense innés
contre les infections virales. L’autophagie peut notamment étre induite par la
stimulation des PPRs et permet la dégradation sélective des virions dans les
autophagolysosomes, aussi appelée xénophagie virale347:348, Des études récentes ont
montré que linhibition de l'autophagie peut améliorer l'efficacité de certains virus

oncolytiques349,

Néanmoins, d’autres virus ont développé des stratégies d’exploitation de ce
processus. Par exemple, HSV-1 induit l'autophagie au début de linfection afin de
bénéficier d’'un transport vésiculaire et d’échapper aux défenses immunitaires de
I'h6te3%0, De méme, le virus de la rougeole semble bénéficier de la mise en place de
'autophagie malgré la dégradation d’'une partie des composants viraux. Dans un
premier temps, I'engagement du CD46 par les souches atténuées du MV est suffisant

pour induire la mise en place d’'une autophagie dans la cellule infectée3!. Le
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meécanisme est ensuite maintenu dans le temps par la réplication virale, grace a
l'interaction des protéines M et C avec les facteurs déclenchant I'autophagie et via la
formation des syncytiums3®2. Dans le cas du MPM, plusieurs études ont montré que
'autophagie est souvent activée dans les cellules tumorales en réponse au stress
meétabolique, leur conférant par ailleurs une résistance aux traitements
anticancéreux®®3. Par conséquent, [I'utilisation d’OVs sachant tirer parti de ce

processus pourrait étre une stratégie efficace contre le MPM.
B. Le micro environnement tumoral et les virus

Une multitude de processus peut influencer I'infection et la réplication des virus.
De fait, ils co-évoluent avec leurs hotes depuis des siécles, si bien que lintrication des
mécanismes impliqués dans les phénomeénes d’infection dépasse probablement les
capacités d’intégration du cerveau humain. La majorité des facteurs de restriction ou
de sensibilité des OVs présentés jusqu’a présent dans la littérature scientifique se
concentrent sur les mécanismes de résistance ou de vulnérabilité médiés par les
cellules tumorales, dont nous avons donné un apercu non exhaustif3>*. Néanmoins,
une tumeur ne consiste pas seulement en un assemblage de cellules cancéreuses
hétérogenes. On y retrouve en réalité une grande variété de cellules saines infiltrantes
et résidentes ainsi que de nombreux facteurs solubles, contenus dans une matrice
extracellulaire (ECM : extracellular matrix) riche et complexe, influencant
profondément I'expansion de la tumeur et son échappement. Cet ensemble constitue

le tissu conjonctivo-vasculaire que I'on appelle le « microenvironnement tumoral »*°.

L’administration d’'un OV, qu’elle soit intratumorale ou systémique, doit donc surmonter
un environnement tumoral local qui limite la biodistribution du virus. En effet, la
physiologie d’'une tumeur représente une véritable barriére a la propagation homogene
d’éléments thérapeutiques®?®. La vascularisation hétérogene, la matrice extracellulaire
dense et la compacité cellulaire des tumeurs solides entrainant des contraintes
physiques et homéostatiques extrémes, sont présentées comme les principaux
obstacles a la délivrance des traitements et des OV's aux cellules tumorales3%°. A ceux-
ci vient s’ajouter la présence de nombreux facteurs solubles : en effet, si la barriere
physique de 'ECM est le cercueil des OV, les protéines antivirales extracellulaires en
sont les clous. Et enfin, les cellules stromales immunitaires ou non, bien qu’ayant

souvent des fonctions altérées au profit de la tumeur, possedent tout de méme des
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défenses antivirales parfois efficaces, susceptibles de fortement inhiber I'action des
ov.

1. Vascularisation / Perméabilité vasculaire des tumeurs

Tout d’abord, la voie d’administration d’un traitement est un sujet d’intérét
thérapeutique majeur depuis de nombreuses années. L’objectif principal est de
maximiser les effets sur le tissu cible tout en limitant les effets secondaires. Dans le
cadre du cancer, cela revient a dire qu’il faut concentrer la dose administrée aux tissus
malins tout en réduisant celle des tissus sains. Il est cependant difficile de prévoir la
dose exacte de virus que va recevoir la tumeur. Celle-ci va largement dépendre des
obstacles présents sur la route du virus. Les différentes voies d’administration

possibles et leurs contraintes sont résumées dans la Figure 10.

Intraveineuse

Simple et sar Inhalation
Peu invasif

Dissémination a tous les sites Non invasif
tumoraux Simple

Forte réponse immunitaire
antitumorale

Anticorps neutralisants
Rétention dans des compartiments
non cibles

Effects secondaires

Intratumorale

Pas d'immunisation antivirale
Pas d'effet secondaire systémique
Effet Abscopal

Dépendant de la taille / la
localisation tumorale
Invasif

Contréle de la dose / de la concentration

Pas de distribution systémique

Barriere mucocilliée
Réponse antivirale forte
Doses locales tres faibles
Peu documenté

Intrapleurale

Forte concentration virale
locale

Peu d'effet secondaires
systémiques

Possible pour des tumeurs
non injectables

Peu d'immunisation anti-
virale

effet abscopal

Forte réponse immunitaire
antitumorale

Invasif
Difficulté d'entrée du virus
dans la tumeur

Figure 10 : enjeux des voies d'administration des virus oncolytiques aux cancers
thoraciques. Plusieurs voies d’administration ont été envisagées et testées a travers
différentes études concernant les cancers thoraciques, qu’elles soient locales, régionales ou
systémiques, avec différents avantages (en vert) et inconvénients (en rouge)167:356.357.357.358
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Ensuite, dans toutes les voies d’administration, les OVs vont arriver et circuler
dans la tumeur par le réseau capillaire qui l'irrigue. Le potentiel de prolifération des
cellules tumorales étant bien plus important que celui des cellules formant les
capillaires sanguins, on constate dans les tumeurs une forte réduction de la densité
vasculaire en comparaison a un tissu sain. Celle-ci est associée a une néo-architecture
des vaisseaux totalement désordonnée, due a une balance aberrante de facteurs pro
et anti-angiogéniques, sous compression de la masse tumorale en croissance3*. Ce
réseau vasculaire anarchique et incomplet crée des isolats de cellules mal irriguées,
dans lesquels des molécules thérapeutiques ou des particules virales trouvent
difficilement leur chemin3?°, En effet les vecteurs viraux oncolytiques sont de grosses
particules dont la diffusion est fortement impactée par I'extravasation inefficace des
vaisseaux sanguins tumoraux et la pression élevée du liquide interstitiel dans la masse
tumorale. De méme, les gradients de concentration de ce liquide sont un véritable

obstacle a la diffusion passive des OV vers les tissus tumoraux vivants360,

Le MPM semble étre I'un des cancers ayant la densité de micro-vaisseaux la
plus importante, ce qui a d’ailleurs été rapporté comme étant de mauvais pronostique
dans plusieurs études361.362, Cette caractéristique pourrait faciliter la diffusion d’'un OV
au sein de la tumeur. Cependant, le role de I'axe VEGF/VEGFR dans le MPM est bien
connu et est fortement associé a une haute perméabilité vasculaire, provoquant
d’'ailleurs les épanchements pleuraux régulierement retrouvés chez les patients
souffrant de cette pathologie®®3. Ces défauts de perméabilité vasculaire et la pression
interstitielle engendrée sont associés a une mauvaise diffusion des molécules
thérapeutiques, notamment des OV. En effet, une pression vasculaire physiologique
semble étre un élément crucial permettant I'extravasation virale3¢4. Ainsi, I'association
d’'un Sindbis virus oncolytique et d’agents améliorant la qualité de la perméabilité
vasculaire tumorale permet un ciblage beaucoup plus efficace du vecteur dans un

modeéle murin3%s,

2. Les anticorps neutralisants

Une grande majorité des patients possédent une pré-immunisation contre
certains virus oncolytiques. Cette pré-immunisation peut étre due a une vaccination,
comme c'est par exemple le cas pour le virus de la vaccine3%® ou celui de la

rougeole®®’, ou encore a un contact préalable avec la souche sauvage du virus,
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comme pour les herpesvirus ou les réovirus®®. La présence d’anticorps neutralisants
préexistants est particulierement problématique pour la délivrance systémique. Mais
l'effet de cette séropositivité sur l'efficacité thérapeutique d'un virus oncolytique
administré par voie intraveineuse (IV) dépend largement de la capacité des virus a se
cacher du systéme immunitaire de I'héte. Par exemple, la pré-immunisation semble
limiter la toxicité mais aussi l'activité antitumorale de CN706, un adénovirus
oncolytique, dans un modéle de xénogreffe de tumeur de la prostate chez des souris
immunodéficientes®®®. Des résultats similaires ont été trouvés pour le virus de la
rougeole : la présence d’anticorps suite a la vaccination présente une limite majeure a
I'utilisation de ce virus par voie IV17°. Ceci est appuyé par l'efficacité supérieure du
virus chez des patients immunodéprimés et présentant un faible niveau d’anticorps

anti-rougeole3’9,

De plus, de nombreux designs thérapeutiques utilisent aujourd’hui de multiples
injections a plusieurs jours d’intervalle!®®. De ce fait, méme en 'absence d’une pré-
immunisation, 'augmentation du taux sérique d’anticorps circulants contre un virus
apres le traitement peut également étre un frein a l'efficacité clinique et a été rapportée
dans le nombreux cas. Par exemple, l'administration répétée en IV de réovirus chez
des souris immunocompétentes portant des allogreffes de tumeurs a démontré une
repousse tumorale en quelques semaines qui a coincidé avec lI'augmentation des titres
d’anticorps neutralisants dirigés contre le virus®’t. Une étude clinique de phase |
évaluant les réponses immunitaires des patients suite a l'injection en IV de ce méme
virus a pu montrer que les titres d'anticorps sériques sont tres fortement augmentés
méme chez les patients pré-immunisés3’?2. Le pic de concentration des
immunoglobulines sériques se situant entre 7 et 14 jours, il est donc recommandé pour
ce type de thérapie d’effectuer une série d’injections de hautes doses et rapprochées
dans le temps373. Dans une étude clinique de phase 1 comparant I'administration en
IV et en intratumoral (IT) de I'enadenotucirev, un adénovirus oncolytique, le titre
sérique des immunoglobulines G des patients injectés en IT était trés bas, comparé
au titre tres élevé retrouvé chez les patients injectés en IV374, Cependant aucune
différence de bénéfice clinique entre les deux modes d’injection n’a été trouvée. Enfin,
une étude clinique de phase | évaluant les réponses immunitaires des patients suite a
I'injection en IV d’un reovirus a pu montrer que les titres d'anticorps sériques sont tres

fortement augmentés méme chez les patients qui pré-immunisés®’2. Il semblerait donc
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gue la mise en place d’'une immunité antivirale a base d’anticorps neutralisants
circulants limite l'efficacité thérapeutique des OVs, surtout lors d’une injection
systémique. Cette limite est dépendante de la nature du virus utilisé et de sa capacité

a se dissimuler au systeme immunitaire de I'héte.

Face a cette problématique, I'utilisation de virus ayant évolué pour se dissimuler
naturellement face au systéme immunitaire de I'héte peut étre envisagée. Par
exemple, le virus de la vaccine présente une résistance aux anticorps neutralisants
circulants et au complément grace a sa dissémination en partie sous une forme de
particules virales enveloppées®’®. Une étude de phase | évaluant la sureté du JX-594,
un virus de la vaccine oncolytique, injecté en IV, a démontré une absence de
corrélation entre le titre d’anticorps avant traitement et la réplication virale3’¢. Une autre
étude de phase Il concernant ce méme virus a pu montrer que malgré la pré-
séropositivité de la moitié des patients, aucune différence de bénéfice clinique n’a pu
étre établie89. Il est également possible d’améliorer encore la furtivité du VV en
augmentant la part de particules virales enveloppées produite qui ne représente

naturellement que 1% des virions®"”.

Ensuite, le prétraitement avec un immunosuppresseur est une des stratégies
couramment retrouvées afin d’'augmenter la distribution sur le site tumoral d’un virus
oncolytigue injecté en IV. Le cyclophosphamide (CPA) est un médicament
chimiothérapeutique utilisé avec succés depuis plusieurs dizaines d’années,
provoquant également une immunosuppression®’8, Cependant, il a été montré chez
’humain et dans plusieurs modéles animaux qu’une dose unique de CPA ne suffit pas
a prévenir le bloquage du MV et du VSV par des anticorps neutralisants. Seules de
multiples doses, tuant les lymphocytes en prolifération, paraissent supprimer cette
réponse chez la souris®”®. Malgré tout il semble important de se demander s'il est
judicieux de provoquer une immunosuppression puisqu'une grande partie de
I'efficacité thérapeutique des OVs est due a une activation du systeme immunitaire

contre la tumeur.

D’autres stratégies visant a diminuer lI'immunogénicité des OV ont été
envisagées. En ce qui concerne les adénovirus, de nombreuses études ont montré
gu’en modifiant 'expression protéique du virus ou le sérotype de la capside il était
possible de réduire fortement la génération d’anticorps bloquants circulants380.381,
Ainsi, ColoAd1, un adénovirus AD11/Ad3, semble beaucoup moins immunogene que
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le sérotype Ad5104 en plus de posséder un plus fort potentiel oncolytique3®2. D’autres
stratégies visant a baisser 'immunogénicité des virus oncolytiques ont été testées. Par
exemple, la proteine G de fusion du VSV étant hautement antigénique, elle a été
remplacée par une variante de la glycoprotéine du virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMV-GP) sans immunité pré-existante dans la population38,
L’injection du virus modifié, en plus de prolonger la survie dans des modeles de
xénogreffe de mélanome chez la souris, ne provoque pas d’immunisation via des

anticorps neutralisants méme apres 42 semaines.

De trés nombreuses autres stratégies ont montré leur efficacité afin d’éviter une
réaction antigénique au virus injecté en IV®* : Le masquage antigénique3®, le
coating®8, I'encapsulation3®’, I'utilisation de cell carriers3®, Etc... Cependant dans
certains cas l'injection en IV semble augmenter la réponse immunitaire antitumorale
en comparaison a une injection IT malgré la présence de ces anticorps neutralisants,
en plus de fournir un bénéfice bien plus important pour les patients souffrants de

métastases389,

3. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est un réseau dense et complexe, composé de plus
de 300 molécules différentes, notamment des protéines, glycoprotéines et
polysaccharides comprenant différents types de collagénes, des laminines, des
fiboronectines, des protéoglycanes et de l'acide hyaluronique3®. Chaque type
histologique présente un “matrisome” spécifique a la fonction du tissu, présentant ces
différentes protéines sous des proportions et une organisation variables3®, Mais au
sein d’'une tumeur, la composition et I'architecture de ce matrisome sont profondément
affectées. En remodelage constant, elles sont étroitement associées a I'expansion et
l'invasion tumorales. Ces nouvelles structures, changeantes, sont présentées comme
une importante barriere physique aux OV, en plus de posséder des fonctions
antivirales directes par le biais de facteurs solubles ou de mécanismes de transduction

transversaux3°2,

a) Barriéres physiques

De nombreuses études précliniques ont démontré que ces bouleversements

structuraux des matrices extracellulaires tumorales représentent de véritables
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barriéres physiques a la diffusion des OV. Le tissu tumoral extrémement dense et
bordé d’'un mur de protéines fibrillaires épais est un réel frein a la mobilité virale3?°,
Ainsi, aprés une injection intratumorale dans un modéle murin, la propagation d’'un
virus de la forét de Semliki oncolytique était bloquée a cause de son diametre trop
important (60nm), par la barriére physique que formait 'TECM3%3, De méme, la capacité
de diffusion d’'un adénovirus oncolytique dans un carcinome hépatocellulaire aprés
injection intraveineuse ou intraportale était directement liée a I'épaisseur de la capsule
dECM enveloppant les nodules tumoraux dans un modéle de rats
immunocompétents®®, En effet, la matrice extracellulaire tumorale ne présente
absolument pas une structure homogéne. Son architecture dense compartimente des
espaces cellulaires de différentes compositions comprenant aussi des territoires
nécrotiques ne permettant pas la diffusion virale. De plus, cette ECM se projette parfois
en de grandes zones matricielles sans cellules, formant des septums compactes
inhibant totalement la propagation virale a d’autres secteurs cellulaires®®. Des amas
de collagénes et d’héparane sulfate dans la ECM d’explants tumoraux de mélanome
et de cancer du poumon ont notamment été montrés comme limitant I'expansion d’'un

NDV oncolytique39°.

Ainsi, la compartimentation parfois tres importante observée dans les tissus
tumoraux, associée aux zones denses de matrice et aux zones nécrotiques prévient
malheureusement efficacement I'expansion des OVs, qui nécessitent bien souvent
une proximité cellulaire immédiate afin de se propager. En effet, méme si certains
virus, comme les paramyxovirus, les Poxvirus ou les Herpesvirus sont capables de se
passer presque entierement d'une étape extracellulaire pour se propager, ils
nécessitent tout de méme I'existence de contacts intimes entres cellules, comme le
montrent notamment de nombreux modeéles mathématiques3°73%, Or le tissu tumoral
n’étant pas continu, la capacité d’infection des OVs sera fatalement limitée, donnant

un intérét accru aux stratégies de multiples injections intratumorales.

b) Facteurs solubles et antiviraux de 'ECM

L’ECM, en plus de représenter une véritable barriére physique a la diffusion des
OV, contient de nombreux facteurs solubles et composés a activité antivirale directe.
En effet, TECM n’est pas qu'un milieu complexe dans lequel baignent les cellules

stromales : Les différents éléments de la matrice sont étroitement liés aux cellules,
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notamment via les récepteurs d'adhésion, formant un véritable réseau dynamique et
interconnecté3®®. Au sein de ce réseau la transduction de nombreux signaux permet
de réguler diverses fonctions cellulaires, telles que la survie, la croissance, la migration
et la différenciation, ainsi que les défenses antivirales. Ainsi, la protéine matricielle
Cysteine rich 61 (CCN1) semble par exemple capable d’activer la cascade de
signalisation des IFN | de cellules de gliome en se liant & un récepteur a intégrines.
Cette activation a pour conséquence une baisse significative de la réplication virale et
donc une efficacité oncolytique limitée*®®. Face a cela, des stratégies a base
d’anticorps bloquant les récepteurs a intégrines ont montré des résultats prometteurs,
notamment vis a vis de la capacité oncolytique d’'un HSV-1 dans des modéles de

xénogreffes orthotopiques de cancer du sein triple négatif et de glioblastome*°?,

L’ECM est également associée et sert de réservoir a un grand nombre de
protéines sécrétées non structurelles, telles que des facteurs de croissance, des
enzymes mais aussi des protéines a action antivirale. En effet, un grand nombre de
peptides antimicrobiens (AMP : antimicrobial peptides) extracellulaires jouent aussi un
role inhibiteur pour de nombreux virus via différents mécanismes4%?. Les principaux
composants antiviraux présents dans les voies respiratoires comprennent les
défensines, les cathélicidines, la lactoferrine, l'inhibiteur sécrétoire de la protéase
leucocytaire (SLPI : secretory leukocyte protease inhibitor) et les lysozymes?*®. Les
défensines sont souvent retrouvées exprimées dans les tumeurs thoraciques*%4. Leur
présence dans 'TECM implique une résistance significative a I'infection par les virus*®,
Ainsi, la défensine alpha HD5 produite par les cellules épithéliales de cancer ovarien
et pulmonaire in situ inhibe la propagation d’un adénovirus oncolytique*°¢. Néanmoins,
dans le MPM, les défensines et les autres AMPs sont souvent retrouvées mutées et
non fonctionnelles*®’, offrant un terrain potentiellement favorable a I'expansion
tumorale mais également a une infection par un OV. De plus, leur réle dans les
thérapies par OV n'est pas tout a fait clair. En effet, leur présence parait induire la
chimio-attraction et la prolifération des lymphocytes T activés et des cellules
dendritiques immatures, potentialisant les réponses immunitaires antitumorales*°,
Les propriétés immunostimulantes des défensines pourraient donc étre exploitées

pour augmenter ['efficacité thérapeutique des OVs.
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C. Populations cellulaires résidentes
1. Geénéralités

Un ensemble complexe de cellules non malignes évolue au sein de la tumeur.
En effet, durant le processus de tumorigénese, les cellules dysplasiques modelent leur
environnement a travers differents mécanismes de fagcon a promouvoir leur
prolifération. Parmi les mécanismes utilisés, elles attirent, recrutent et subvertissent
des populations cellulaires locales ou distales. Ces cellules, devenant des cellules de
soutien de la niche tumorale, interagissent entre-elles et avec les -cellules
cancéreuses, favorisant leur croissance, I'échappement immunitaire et le
développement de métastases*®. Les cellules non malignes présentes dans le
microenvironnement tumoral peuvent représenter jusqu'a 90 % du volume d'une
tumeur. De nombreux types cellulaires, immunitaires ou non, sont présents dans le
stroma et leurs proportions varient selon le type de tumeur et tout au long de I'évolution
de la maladie (Figure 11). Par ailleurs, de grandes disparités de composition du
stroma peuvent-étre retrouvées entre les patients, influencant lefficacité des

traitements anti-cancéreux et notamment des immunothérapies**°.

Le profil de l'infiltrat immunitaire du MPM est décrit comme trés hétérogéne.
Néanmoins la plupart des études font état de la prédominance de macrophages
associés aux tumeurs (TAM : tumor-associated macrophages)?®°. La présence de ces
cellules immunosuppressives en grand nombre, dans le stroma tumoral mais
également dans I'’épanchement pleural, est significativement associée a un mauvais
pronostic, corrélant avec un taux de prolifération accru et une moindre réponse a la
chimiothérapie*!’. 1l a été montré que la population de macrophages
immunosuppressifs du MPM proviendrait essentiellement de la différenciation de
monocytes, attirés dans la tumeur par le contenu inflammatoire de I'épanchement
pleural*?., Ces macrophages jouent notamment un role clef dans la prolifération
tumorale, amplifiant linflammation locale et facilitant la transition épithélio-
mésenchymateuse a l'origine de métastases. Néanmoins, les macrophages résidant
dans les tissus et d’origine embryonnaire acquierent également un phénotype

immunosuppressif, contribuant entre-autres a [I'épuisement de la population

lymphocytaire par activation constante de la réponse IFN-y413.
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La plupart des études mettent également en avant la présence de lymphocytes
infiltrant la tumeur (TIL : tumor-infiltrating lymphocytes), en particulier les LT CD4+ et
CD8+, qui sont également présents dans I'épanchement pleural. Leur présence en
guantité modérée est considérée comme un facteur de bon pronostique, suggérant
notamment que leurs fonctions cytotoxiques peuvent encore étre effectives.
Cependant, des niveaux élevés de TILs CD8+ sont associés a une forte expression
de PD-L1 et une faible réponse a la chimiothérapie*!4. Enfin, on observe dans une

moindre mesure des cellules NK et des Treg.

2. Influence des populations cellulaires stromales sur les OVs

De la méme facon que les populations cellulaires du microenvironnement
tumoral influencent la réponse aux traitements anticancéreux classiqgues, elles peuvent

également jouer un réle important dans les thérapies par OVs.

Certaines cellules du microenvironnement tumoral ont normalement pour
fonction de maintenir I'équilibre immunitaire et de détecter les agents pathogenes. Par
conséquent, elles réagissent également a l'infection des tumeurs par les OVs. Dans
un premier temps, les fonctions phagocytaires des cellules myéloides infiltrantes
peuvent induire une clairance rapide du virus. Ainsi, l'injection d’'un HSV-1 oncolytique
dans des glioblastomes déclenche une augmentation des marqueurs myéloides CD68
et CD163. L’élimination de ces populations infiltrantes a multiplié respectivement par
10 et par 5 les titres viraux dans les tumeurs*!®. Par ailleurs, les cellules myéloides
sont capables de fournir une réponse IFN | fonctionnelle face aux infections virales
dont I'action paracrine protége aussi les cellules tumorales. Ainsi, les cellules CD68+
résidant dans des tumeurs ovariennes et mammaires induisent un état antiviral
protecteur contre l'infection par un VSV oncolytique. L'inhibiteur de la signalisation IFN
de type | (JAK1/2), le ruxolitinib, a permis de sensibiliser ces tumeurs a la réplication
du VSV46, La présence d’autres populations cellulaires du microenvironnement

semble au contraire favoriser la réplication virale*!’.

Ainsi, I'expression du facteur de croissance des fibroblastes 2 (FGF2 : fibroblast
growth factor 2) par les fibroblastes associés au cancer (CAF : cancer-associated
fibroblast) augmente de maniére significative la réplication de différents virus
oncolytiqgues (VV, VSV, HSV-1, Maraba virus et Réovirus) dans les cellules

cancéreuses pancréatiques dans un modele de coculture ainsi que dans plusieurs
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modeles de xénogreffes. En effet, le FGF2 semble induire la baisse d’expression de
RIG-I chez les cellules tumorales, entravant leurs capacités a détecter les OVs*8. Par
ailleurs, la mort de certaines populations cellulaires stromales induite par leur infection
est un des effets antitumoraux direct de la thérapie par OVs. Par exemple, I'expression
de VEGF par des cellules tumorales ovariennes induit 'augmentation de I'expression
de HVEM, le principal récepteur du HSV-1, par les cellules endothéliales vasculaires
de la tumeur. Ainsi, aprés inoculation intravasculaire du virus, des glycoprotéines
virales ont été détectées en association avec l'endothélium tumoral, mais pas avec
I'endothélium vasculaire d’autres organes. La sensibilité accrue de I'endothélium
vasculaire tumoral a eu un effet anti-angiogénique direct sur la tumeur, améliorant

I'efficacité oncolytique du virus**.
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Figure 11 : Cellules du micro-environnement tumoral. D’aprés Frances R. Balkwill et AI17°,
Les nombreux facteurs solubles sécrétés par la tumeur permettent le recrutement et la
différenciation de différents types cellulaires.
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Pour conclure, la propriété premiére d'un virus oncolytique est d’infecter
spécifiquement et de lyser les cellules tumorales. Néanmoins, cette propriété, testée
principalement sur des cellules cultivées en laboratoire, se heurte aux réalités
physiologiques de la tumeur. Dans leur contexte, les cellules tumorales présentent
bien souvent des sensibilités particulieres aux virus oncolytiques. Néanmoins, elles
évoluent dans un environnement complexe et contraignant, en constante évolution et
en communication avec d’autres types cellulaires. Les éléments abordés dans cette
partie non exhaustive sur les mécanismes de sensibilité et de résistance des tumeurs
aux OVs pourraient expliquer l'efficacité encore limitée de la virothérapie chez les
patients cancéreux humains malgré des résultats prometteurs chez les animaux. A
travers les efforts de recherche menés afin d’élucider les mécanismes a l'origine de la
réussite des traitements par OVs, une problématique globale semble se dégager.
Cette problématique est celle d’'un équilibre entre la réplication virale initiale et la
réponse immunitaire antitumorale et inévitablement antivirale qui s'ensuit*?°. L’étude
de cet équilibre ne peut se faire qu’a travers des modéles cellulaires plus complexes,
intégrés et respectant d’avantage la biologie de la tumeur que les cultures cellulaires

classiques en deux dimensions.

87



4.Les modeles 3D

A. Généralités et nomenclature

Le développement des modeles de culture en 3D ces derniéres années offre
des outils précieux pour la recherche biomédicale*?. Contrairement aux cultures
cellulaires traditionnelles, qui se développent sur une surface plane, les cultures en 3D
permettent aux cellules de croitre dans un environnement tridimensionnel ou les
interactions entre-elles et leur environnement refletent bien mieux les tumeurs in vivo.
Ces modeles se situent a l'interface entre les modéles de cultures classiques peu
physiologiques et les modéles animaux. Devant la volonté éthique de réduire
I'utilisation des modeles animaux mais également face aux différences physiologiques
entre espéeces, ils sont utilisés pour étudier divers aspects du développement et de la
fonction des tissus, ainsi que pour tester l'efficacité et la toxicité des médicaments dans
des contextes précis. En effet, il existe une grande variété de méthodes de cultures
3D dont les caractéristiqgues particulieres présentent chacune des avantages et des
limites (Figure 12). Leur utilisation éclairée permet d’élucider les problématiques
nécessitant un niveau d’intégration supérieur a celui de la culture cellulaire classique
mais pas forcément aussi poussé que celui d’'un organisme entier. Grace a ces
méthodes de cultures en 3D, différents modeles ont été développés. Leur
nomenclature étant encore fluctuante, je vais tenter de les classer simplement et d’en

donner une définition se rapprochant des consensus actuels.

Les explants cellulaires consistent en la culture de biopsies déposées ou inclues
dans des matrices, majoritairement naturelles, et recouvertes de milieu de culture.
Cette méthode permet la conservation de l'architecture tissulaire, comprenant les
composants cellulaires et matriciels. Néanmoins, I'hétérogénéité des tissus biopsiés
peut donner des résultats trés aléatoires, et des phénoménes de nécroses peuvent
géner les investigations longues*??. Ces modeéles se sont particulierement développés
dans le domaine de la cancérologie. Dans le cadre du MPM, ce mode de culture est
particuliérement difficile a mettre en ceuvre car la chirurgie de ce cancer est rare et les

biopsies, de petite taille, servent essentiellement au diagnostic anatomo-pathologique.
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Figure 12 : Principales méthodes de culture 3D. Les cellules peuvent étre cultivées en 3D
sous différentes modalités, dans des milieux de culture classiques ou dans différents types de
matrices. Les méthodes de culture peuvent étre exclusives, évoluer au cours du temps ou étre
combinées. La taille et la complexité des cultures dépendent par ailleurs de la cinétique de
croissance des différents types de cellules, de la densité cellulaire lors de I'ensemencement
et de la durée de la culture03.438.439,
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Les organoides sont des modeéles de culture 3D dérivés de cellules souches. lIs
forment des unités structurelles ressemblant partiellement un organe, a la fois en
termes de structure et de fonctions. Ces modeles nécessitent la présence d’une
matrice extracellulaire et I'exposition séquentielle a différents facteurs de croissance
afin d'orienter le processus de différenciation. Les structures complexes et
différenciées sont relativement longues a obtenir (2/3 mois). Ces modeles concernent
essentiellement les études portant sur les processus d’organogénése, les pathologies
génétiques et des maladies infectieuses*?3. Néanmoins, la formation de tumoroides
en cancérologie peut s’apparenter a la formation d’'un sous-type d’organoide tumoral.
Ce terme concerne différents types de cultures mais qui sont toutes inclues dans des
matrices. Cette dénomination désigne la culture d’une petite quantité de cellules sur le
long terme, simulant le développement tumoral. L’utilisation de cellules souches
cancéreuses (CSC), une sous-population de cellules tumorales qui peuvent étre a
l'origine de l'initiation de la tumeur, peut par ailleurs étre retrouvée. De nombreux
modéles de tumoroides incluent également la mise en culture en matrice de biopsies
dissociées, comprenant donc le microenvironnement cellulaire tumoral?4. Le terme de
sphéroide est ensuite souvent retrouvé de facon interchangeable avec celui de
« tumoroide » dans la littérature. Néanmoins, les sphéroides désignent le plus
frequemment des agrégats cellulaires en milieu liquide. Ces cultures sans matrices,
souvent de courte durée, peuvent contenir différents types cellulaires et refletent
principalement I'organisation spatiale des tumeurs et leurs contraintes physiques. Les
sphéroides flottants peuvent ensuite étre utilisés dans d’autres modes de culture,

incluant des matrices ou des puces*?.

B. Les sphéroides tumoraux

1. Mécanismes de formation

De nombreux types cellulaires tumoraux ont la capacité de s’assembler
spontanément en sphéroides lorsqu’ils sont placés dans un environnement favorisant
les contacts cellulaires. Le processus de formation des sphéroides comporte trois
phases. Dans un premier temps, les sphéroides tumoraux se forment par un processus
d’agrégation initial dans un milieu de culture liquide. Ce phénoméne d’auto-
assemblage se produit naturellement au cours de [I'embryogenese, de la

morphogenese et de l'organogenése??®. Il peut se faire par grappes, lorsque les
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cellules mono-dispersées forment des compartiments se déposant et s’agrégeant. Il
peut aussi se faire selon un modele de collision dans lequel les cellules
s’entrechoquent pour former les sphéroides*?’. Ce sont notamment les fibres de la
matrice extracellulaire qui encouragent l'agrégation préliminaire, particulierement par

liaison aux intégrines transmembranaires?®.

Dans un second temps, il apparait de plus en plus clairement que ce sont les
molécules d'adhésion de surface et le réseau cytosquelettique qui agissent de concert
pour contréler et faire évoluer les processus d'auto-assemblage. Notamment, la E-
cadhérine, une molécule d’adhésion transmembranaire, favorise une forte adhésion
de l'agrégat cellulaire initial tandis que le complexe B-caténine facilite la transduction
des signaux cellulaires*?842°, Par ailleurs, il a été montré que des drogues ciblant le
complexe actine-myosine ralentissent a la fois le taux d'auto-assemblage des cellules

mais modifient également leurs activités spécifiques*.

Enfin, la troisiéme étape consiste en une phase de croissance du sphéroide
durant laquelle se précise le microenvironnement cellulaire, aux interactions
complexes, notamment en terme de signaux paracrines et mécaniques. On retrouve
des organisations tres hétérogénes en fonction des modes et milieux de culture ainsi
gue des composants cellulaires les formant, allant de couches concentriques définies
et compactes a des agrégats laches et ovoides, en passant par des structures en

forme de donuts*31.

2. Caractéristiques des sphéroides tumoraux

La culture sous forme de sphéroides offre la possibilité de reproduire en partie
la complexité structurelle et fonctionnelle des tumeurs*?2, Tout d’abord, I'organisation
concentrique des cellules crée un ensemble de gradients de concentrations trés
similaire a celui retrouvé in vivo. Ainsi, les cellules périphériques des sphéroides, tout
comme les cellules les plus proches des vaisseaux sanguins dans la masse tumorale,
ont un meilleur acces aux constituants solubles, nutriments et oxygéne. Cet acces
diminue au fur et a mesure de la diffusion a travers la matrice extracellulaire jusqu'au
cceur de la tumeur ou du sphéroide. Ces différents gradients influencent profondément
les fonctions cellulaires, la prolifération, la morphogénése et la signalisation au sein du

microenvironnement432,
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Tout d’abord, les gradients en facteurs solubles ont un trés fort impact sur
l'activité des cellules et leur métabolisme. Ainsi, les cellules cultivées en sphéroides
se retrouvent a différents états prolifératifs basés sur l'accés aux nutriments et a
I'oxygéne, qui est limité par le gradient de concentration. De la périphérie au coeur du
sphéroide, on trouve la zone proliférative externe, la zone quiescente semi-
périphérique et la zone nécrotique centrale*®. Cette différence d’activité cellulaire se
manifeste notamment par la mise en place de gradients inversés concernant les

métabolites comme le lactate ou les déchets comme le dioxyde de carbone®3*.

Ensuite, les cellules placées dans ces structures tridimensionnelles présentent
une hétérogénéité, des profils d’expression génique et des voies de signalisation
beaucoup plus réalistes. Ainsi, des cellules de MPM cultivées en 3D ont montré une
augmentation des jonctions serrées intercellulaires ainsi que de l'expression des
marqueurs immuno-histochimiques typiques du MPM, les rapprochant d’avantage des
biopsies tumorales par rapport a la culture 2D*%®. De fait, les sphéroides sont des
modeles de prédilection pour I'étude des interactions cellulaires, particulierement entre
les cellules tumorales et l'infiltrat immunitaire. Notre équipe a notamment pu mettre
en évidence l'implication directe des cellules MPM dans la formation de macrophages
immunosuppresseurs dans un modéle de coculture en sphéroide par I'activation de la
voie du récepteur du facteur de stimulation des colonies 1 (CSF1-R : colony stimulating
factor 1 receptor). Ces cellules immunosuppressives provoque linhibition de la
cytotoxicité de LT CD8+ spécifiques d'un antigéne exprimé par les cellules
tumorales*®. Les sphéroides sont également particulierement utilisés pour étudier les
résistances intrinséques aux traitements de nombreux cancers. En effet, les structures
3D sont depuis longtemps décrites comme présentant des résistances accrues aux
médicaments anticancéreux, se rapprochant de celles retrouvées chez les patients*®.
Certaines équipes utilisent notamment des organoides et sphéroides tumoraux
dérivés de patients atteints de MPM afin d’effectuer des tests a grande échelle de

médicaments dans I'objectif de mettre en place une médecine personnalisée*38439,

Enfin, la structure tridimensionnelle des sphéroides imite I'architecture tissulaire
in vivo, permettant des interactions complexes entre les cellules et la matrice
extracellulaire. Notamment, il a été montré que les forces de traction dynamiques de
la matrice jouent un rdle crucial dans le phénomeéne de transition épithélio-

mésenchymateuse a l'origine des métastases*3. Ainsi, une étude transcriptomique

92



sur des sphéroides de MPM a révélé une augmentation de I'expression des génes en
lien avec les processus biologiqgues de mouvement, de signalisation de cellule a
cellule, de prolifération cellulaire et de morphologie par rapport aux cultures 2D*4°, Par
ailleurs, la dégradation et le remodelage de la matrice sont des facteurs clés de la
malignité invasive. De ce fait, les sphéroides sont des outils précieux pour I'étude des
capacités d’invasion des cellules tumorales. Il a notamment été montré que les
différents sous-types de MPM n’ont pas la méme capacité d’'invasion de la matrice

lorsqu’ils sont cultivés en 3D, tandis que cette capacité est similaire en 2D44L.

Pour conclure, I'émergence récente des techniques de culture en 3D offre
'opportunité d’étudier la biologie de la cellule et des tissus dans un contexte plus
intégratif tout en palliant aux lacunes des autres modeles précliniques. Récapitulant
certaines conditions physiopathologiques, ces modeles sont notamment
particulierement prometteurs dans l'identification de biomarqueurs potentiels mais
aussi dans la mise en place d’'une médecine personnalisée afin de mieux cibler les

thérapies.
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Le MPM est un cancer agressif et réfractaire aux traitements conventionnels. Il
est donc nécessaire de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques. C’est dans
cet objectif que notre équipe étudie la virothérapie oncolytigue. Nous étudions
notamment les mécanismes de sensibilité des cellules tumorales aux OVs et leurs
effets sur la réponse immunitaire antitumorale. Lors de ma thése, jaborde ces deux

thémes.

Tout d’abord, ma principale thématique de recherche a été I'étude des
mécanismes de résistance des cellules tumorales a I'activité oncolytique de la souche
Schwarz du MV lorsque les cellules tumorales sont cultivées en 3 dimensions sous
forme de sphéroides. Par le passé, I'équipe a montré un rdle prépondérant de la
réponse IFN de type | dans la résistance des cellules tumorales et des cellules saines
a la réplication du MV?22:276.442 | équipe a montré dans un modéle de culture classique
gu'une majorité de lignées tumorales de MPM et de mélanome sont sensibles a
I'activité oncolytique du MV car elles présentent des défauts de cette réponse. L’équipe
a ensuite mis au point un modéle d’étude de ces différentes lignées de MPM en 3
dimensions*3®. Les lignées tumorales, pouvant étre associées a des cellules saines
caractéristiques du microenvironnement tumoral, sont cultivées sur des surfaces non
adhérentes facilitant les contacts cellulaires et donc I'agrégation des structures sous
forme de sphéroides. L’équipe a notamment pu montrer dans ce modeéle que les
monocytes au contact des cellules tumorales de MPM se différencient en
macrophages immunosuppressifs. Nous avons émis I'hypothése selon laquelle la
sensibilité ou la résistance des lignées de MPM au MV pourraient étre modifiées dans
ce modeéle de sphéroides L’objectif de la majeure partie de ma these est donc d’étudier

les capacités oncolytigues du MV dans les sphéroides de MPM.

Ensuite, lors de mon stage de master 2 et le début de ma thése, jai co-étudié
dans un modele de culture classique, avec Mohamed Idjellidaine le MVny, une souche
MV Schwarz, construite par I'équipe du Dr Tangy, codant pour le cancer testis antigen
(CTA) New York esophageal squamous cell carcinoma 1 antigen (NY-ESO-1). Il s’agit
d’'un antigéne spécifique de tumeur capable d’étre reconnu par les anticorps et les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ de patients. L'équipe a largement étudié la fagon dont
l'infection par le MV peut amener le systeme immunitaire a produire une réponse
antitumorale, notamment a travers l'induction d’une mort cellulaire immunogéne.

L’équipe a notamment montré que le MV Schwarz, lorsqu'il provoque la lyse des
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cellules de mélanome, induit la libération d’antigénes tels que NY-ESO-1. Les DC
plasmacytoides (pDC) et les DC dérivées de monocytes sanguins (Monocytes-derived
DC, Mo-DC) sont alors capables de faire une présentation croisée de I'antigéne NY-
ESO-1 provenant de cellules tumorales infectées par le MV a des cellules T CD8+
cytotoxiques spécifique’®. Cependant les niveaux de présentation croisée restent
relativement faibles. Plus récemment, I'équipe a montré que NY-ESO-1 peut aussi étre
capturé par des cellules tumorales voisines vivantes, dans lesquelles il atteint la voie
de présentation HLA de classe Il exogene classique, potentialisant la reconnaissance
directe de ces cellules tumorales par les cellules T CD4+ effectrices spécifiqgues**.
Nous avons émis I'hypothése selon laquelle le MV Schwarz génétiquement modifié
pour exprimer I'antigéne NY-ESO-1 (MVny) permettrait d’augmenter le niveau de
présentation HLA global de NY-ESO-1 par les cellules tumorales et les DCs, dans le
but de stimuler des lymphocytes T spécifiques. L’objectif de cette étude a donc été de
d'évaluer la capacité du MVny par rapport au MV non modifié a faire présenter le
peptide issu de I'antigéne NY-ESO-1 par des DCs et des cellules tumorales a des
clones de lymphocytes T CD4+ et CD8+.

Dans une premiére partie seront présentés sous forme d’article scientifique les
résultats majeurs concernant I'analyse des facteurs de résistance des sphéroides de
MPM au MV oncolytique. Dans une seconde partie, je présenterai des résultats
complémentaires a cette étude, précisant certaines caractéristiques du modele utilisé.
Dans une troisiéme partie seront enfin présentés les résultats obtenus pour I'étude du
MVny. L’ensemble de ces résultats seront ensuite discutés lors du dernier chapitre de

Cce manuscrit.
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1. Reduced proliferation of mesothelioma cell lines
cultured as spheroids decreases replication of oncolytic

attenuated measles virus

Les résultats de la premiére partie de nos travaux sont présentés ici sous la
forme d’un article scientifique.
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Abstract

Antitumor virotherapy is under investigation for the treatment of malignant pleural
mesothelioma (MPM). In 2-dimensional (2D) monolayer cultures, the majority of MPM cell
lines are sensitive to the oncolytic activity of Schwarz-attenuated measles virus (MV) due to
defects in their antiviral response to type | interferon (IFN I). In this study, we cultured these
cell lines in 3-dimensional (3D) spheroids to mimic the architecture of real tumors and we
evaluated MV replication and oncolytic activity. In a majority of MPM cells lines (6/8), MV
replication is absent in 3D cultures, even in presence of ruxolitinib, a JAK1/2 inhibitor that
block IFN-alpha/-beta receptor (IFNAR). Replication was observed in 3D cultures of the two
other MPM cell lines and was limited to the surface of the spheroid. We then compared
transcriptomic programs of four MPM cell lines cultured in 2D or 3D conditions. We observed
a reduction of cell cycle genes expression and an increase of the extracellular matrix and the
inflammatory (IL-17/TNF/NF-kB pathways) genes expression in 3D conditions. By analysis of
the cell cycle, we confirmed that MPM tumor cells are dormant inside the spheroid. Finally,
we observed with different treatments (serum deprivation, synchronized restart of the cell
cycle, epithelial growth factor) that reduce or increase the cell cycle that MV replication was
proportional to the number of cells in proliferation. Our study suggests that MV oncolytic
activity is reduced by tumor cell dormancy and that viral replication should be more important

in parts of the tumor where cells divide.

Key words: Antitumor virotherapy, oncolytic virus, measles virus, malignant pleural

mesothelioma, 3D culture, spheroids
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Introduction

Mesothelioma is an aggressive cancer developed from the mesothelial cells of the
mesothelium of the pleura[l]. Usually associated with chronic exposure to asbestos, its
incidence is increasing despite the ban on its use in Western countries, the time for the onset
of the disease after exposure generally being greater than 30 years[2]. The absence of

symptoms at the start of the disease makes the diagnosis very late, with a reduced lifespan.

Current treatment mainly includes chemotherapy, targeted therapy including Immune
checkpoint inhibitor and more rarely surgery. But these conventional therapeutic modalities
have limited efficacy and are rather considered as palliative[3]. There is an urgent need of new

therapeutic approaches because survival 5 years after the diagnosis is around 7%.

Antitumor virotherapy using replicative oncolytic viruses (OVs) is an emerging
approaches to treat cancer[4]. OVs replicate specifically in tumor cells and induce
immunogenic cell death that stimulates the antitumor immune response[5]. Among OVs,
attenuated strains of measles virus (MV) that are used for children vaccination display a
spontaneous oncolytic activity against numerous types of cancer[6]. This activity was
attributed to the overexpression on tumor cells of CD46, a complement regulating protein
that is also an entry receptor for attenuated MV[7]. Attenuated MV is sensitive to the antiviral
type | interferon (IFN 1) response and we showed that its oncoloytic activity in MPM cells
depends of IFN | production or IFN-a/-p receptor (IFNAR) signalling[8]. More recently we
identified the most frequent defects of IFN | response in MPM cells as the homozygous
deletion of all genes encoding IFN | that are found in 23% of patients[9]. Attenuated MV is
under clinical studies in several cancers and encouraging results have been obtained in ovarian
cancer and myeloma[10]. Furthermore, in a phase | clinical trial against glioblastoma and in
preclinical mouse models, the constitutive activation of the IFN | pathway is the main

resistance factor to attenuated MV[11].

In vitro studies of MPM cell lines permissiveness to MV replication in classical 2
dimensional (2D) monolayer cultures likely do not reflect MV permissiveness in real 3
dimensional (3D) tumors. The primary property of an oncolytic virus is to specifically infect
and lyse tumor cells. Nevertheless, this property, tested mainly on cells cultured in the

laboratory, comes up against the physiological realities of the tumour. In their context, cells
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evolve in a complex and constraining environment, in constant evolution and in
communication with other cell types. To mimic in vitro MPM tumors, we set up a method to
culture MPM cell lines under the form of 3D spheroids[12]. 3D cultures of tumor cell lines has
been shown to better reflect tumors[13, 14]. In this study, we compared the permissiveness
to MV replication of eight MPM cell lines that were cultured in 2D monolayer or 3D spheroids.
We observed a strong decrease of MV replication in spheroids that was independent of the
IFN | response. By comparing transcriptome of four 2D- or 3D-cultured MPM cell lines, we
showed that in spheroids, expression of protein implicated in the tumor cell proliferation was
reduced, while expression of inflammatory and extra cellular matrix protein were increased.
We then confirmed that tumor cells replicate less in spheroids and that their permissiveness
to MV replication is correlated to tumor cell replication. Our study allows to better understand

MV replication in tumors that may help to increase it oncolytic activity in the future.
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Materials and methods

Cell culture

MPM cell lines Meso4, Mesol11, Meso13, Meso31, Meso34, Meso61, Meso173, and Meso225
were established and genetically characterized in the laboratory from pleural effusions
obtained by thoracocentesis as previously describedl and registered in the Biocollection DC-
2011-1399 with informed consent from patients. The Human melanoma cell line M18 was
established from fragments of metastatic tumors and registered in the Biocollection PCU892-
NL (CHU Nantes, France) with informed consent from patient. Cell lines were grown in Roswell
Park Memorial Institute Medium-1640 (RPMI) supplemented with 2 mM L-Glutamine,
100U/mL Penicillin, 100pug/mL Streptomycin (Gibco-Invitrogen) and 10% decomplemented
Fetal Calf Serum (FCS) at 37°C, under 5% CO2 and 100% humidity. Cells were routinely checked

for Mycoplasma contamination (PlasmoTestTM, InvivoGen).

Measles oncolytic virus
The live-attenuated Schwarz vaccine strain of measles virus (MV) and MV recombinant

for the enhanced green fluorescent protein (MV GFP) were produced as previously

described[15].

Tumor Spheroids formations

Tumor spheroids were formed with MPM cells lines as previously described[12].
Briefly, MPM cell lines were seeded in wells of 96 U Bottom Plates NUNCLON SPHERA (Thermo
Scientific) and in 180 pL of their culture medium. The plate were centrifuged 1 minute at 800
g and incubated at 37°Cin a 5% CO2 atmosphere. The spheroid formation was visible after 24

hours.

MV infection and replication assay

Cells were seeded in 2D flat-bottom 96-well plates in their culture medium or as
spheroids as previously described (30 000 wells/well), in the presence or not of 2uM
Ruxolitinib (Invivogen). Then the cells were infected or not with a MV GFP at MOI 1. Viral

replication was monitored by daily measurement of GFP fluorescence using the FLUOstar
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Omega reader (BMG Labtech) at a wavelength of 488nm. The fluorescent signal is normalized

to the uninfected condition.

Viral titration

Cells were seeded and infected as previously described (30 000 wells/well), in the
presence or not of 2uM ruxolitinib (Invivogen). After 3 days of infection with a MV GFP at MOl,
Vero cells seeded into 96-well plates (5000 cells/well) were infected by serial 1:10 dilutions of
supernatant sample from MPM infected cells in RPMI medium with FSC. GFP fluorescence at
488nm of Vero cells was analysed after 7 days of incubation at 37°C using ChemiDoc™ MP

imaging system (Biorad). The TCID50 was then calculated by the Karber method[16].

Cell viability assay

Cells were seeded and infected as previously described (30 000 wells/well), in the
presence or not of 2uM ruxolitinib (Invivogen). After 3 days of infection with a MV GFP at MOI
1, cell viability was measured using CellTiter-Glo® Assay (Promega), an assay reagent which
measures ATP as an indicator of viability and generates a luminescent readout. The

luminescent signal was normalized to the uninfected condition.

Confocal microscopy

2D Cells were seeded in IDIBltreat plaque (80826) (30 000 wells/well) in the presence
of 2uM Ruxolitinib (Invivogen). After 24 hours, cells were infected with a MV GFP at MOI 1. 3
days after the infection cells were fixed with Phosphate buffered saline (PBS) 4%
paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences) at room temperature (RT) for 10 minutes.
After a washing, nucleus were labelled with 5ug/ml of Hoescht 33342 (Sigma) in PBS 0,1%
Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma) and 0,1% Triton (Merk) for one hour. Then, cells were
washed and the Hoescht and GFP fluorescent pictures were taken with a Nikon A1rHD LFOV
confocal microscope, objective x25. The processing and analysis of the images were done with
the Image) software.

3D were seeded as previously described, in the presence of 2uM Ruxolitinib
(Invivogen). After 2 days, 3D cells are treated or not with human Endothelium Growth Factor
(hEGF) at 10ng/ml (ABclonal). After 24 hours, cells were infected with a MV GFP at MOI 1.

After 3 days, spheroids were fixed with PBS 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy
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Sciences) for 30 minutes. After washing, spheroids were permeabilized in PBS Triton 2%
(Merk) for 24 hours. Cells were then labelled with 5ug/ml of Hoescht 33342 (Sigma) Hoescht
in PBS 0,1% Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma) and 0,2% Triton (Merk) for 24 hours. Then,
spheroids were transparized with Rapiclear 1.52 (SUNJIN lab).

The Hoescht and GFP fluorescent pictures were taken with a Nikon A1rHD LFOV confocal
microscope, objective x25. The processing and analysis of the images were done with the

Imagel software.

3D were seeded as previously described, in the presence or not of 2uM Ruxolitinib
(Invivogen). After 2 days, 3D cells were treated or not with human Endothelium Growth Factor
(hEGF) at 10ng/ml (ABclonal). After 24 hours, spheroids were fixed with PBS 4%
paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences) for 30 minutes. After washing, spheroids
were permeabilized in PBS Triton 2% (Merk) for 24 hours. Cells were labelled with 5ug/ml of
Hoescht 33342 (Sigma), with an antibody anti-CD46 1/100eme (Biolegend 352404) or anti-
Ki67 (Abcam ab66155) in PBS 0,1% Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma) and 0,2% Triton
(Merk) for 24 hours. After 24 hours of washing, spheroids were labelled with secondary
antibodies anti-mouse 647 (Biolegend 4050322), anti-rabbit 647 (Life A21245) and anti-rabbit
488 (Invitrogen A11034) for 24 hours. After 24 hours of washing, spheroids were transparized
with Rapiclear 1.52 (SUNJIN lab) and were imaged as previously described.

Flow cytometry

3D cells were seeded as spheroids as previously described (30 000 wells/well). After 2
days, 3D cells were treated or not with human Endothelium Growth Factor (hEGF) at 10ng/ml
(ABclonal). 2D cells were cultured in 6 wells plates for 24 hours (300 000 cells/well) with serum
or not. After 24 hours, some 2D cells cultured without serum were then pulsed with a medium
with serum during 24 hours. Cells were then infected or not with a MV GFP at MOI 1 for 3
days.

Cells were harvested and spheroids were dissociated with tryPLE (GIBCO). After a
washing, cells are incubated at 4°C in the dark for 30 minutes with an antibody solution
comprising an anti-CD46 FITC (BD 555949 / Isotype IgG2ak (BD 555573)), an anti-CD150 PE
(BD 559592 /Isotype IgG1k (BD 555749)) and an anti-Nectin-4-APC (R&D FAB2659A / Isotype
IgG2b (ICO041A)) diluted 1:50 in PBS 0.1% BSA. After wash, the fluorescence of the labels and
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the GFP fluorescence of the MV were done by flow cytometry with the Fortessa LSR (BD
Bioscience) of the Cytocell platform on a total of 10,000 cells cells selected on the basis of
their size and granulometry for each condition. The FlowJo software was used to analyze the

collected data.

DGE sequencing 3’'UTR

Cells were seeded in 2D and 3D and infected as previously described (30 000
wells/well). After 3 days of infection, MRNA were extracted using Nucleospin RNA plus® assay
(Macherey Nagel 470984.250). They were then analysed by 3’seg-RNA Profiling (GenoBird,
IRS-UN, Nantes, France) using a NovaSeq 6000 (lllumina). The raw sequence reads were
filtered based on quality using FastQC. Adapter sequences were trimmed off the raw sequence
reads using Cutadapt. Reads were then aligned to the reference genome using BWA.

Differential expressions are detected with the DESeq Bioconductor package[17].

Cell cycle analysis

2D and 3D cells as spheroids were seeded as previously described (30 000 wells/well).
After 2 days, 3D cells were treated or not with human Endothelium Growth Factor (hEGF) at
10ng/ml (ABclonal). 2D cells were cultured in 6 wells plates for 24 hours (300 000 cells/well)
with serum or not. After 24 hours, some 2D cells cultured without serum were then pulsed
with a medium with serum during 24 hours. Then, cells were harvested and nucleus were
labelled by the DAPI staining of the Two-step cycle Nucleocounter® assay. Cell cycle phases

was analyzed by Nucleocounter. The FlowlJo software was used to analyze the collected data.
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Results

MPM cell lines grown in spheroids are less permissive to MV replication

In a first experiment, we compared MV replication permissiveness of 8 MPM cell lines
that are described in table 1. Their permissiveness to MV replication in monolayer culture (2D)
has already been described[8]. These cell lines were cultivated as monolayer (2D) or as
spheroid (3D) and exposed to recombinant MV that encodes the green fluorescent protein
(MV GFP). 3 MPM cell lines (Meso4, Meso61 and Mesol173) were not permissive to MV
replication. These 3 cell lines become permissive only in 2D conditions in presence of
ruxolitinib that is a JAK1/2 inhibitor and thus blocks IFNAR signalling (Figure 1A). The 5 other
MPM cells lines (Meso11, Meso13, Meso31, Meso34 and Meso225) were permissive to MV
replication in 2D conditions and this permissiveness was increased by ruxolitinib. In 3D
conditions, we observed MV replication only in Meso13 and Meso34 and ruxolitinib did not
increase this replication.

To confirm these results, viral titrations were performed by the TCID50 method 3 days
(Figure 1B) and 6 days (Suppl data 1) after MV infection. Results of these titrations showed a
lack or a strong decrease of MV replication in spheroids conditions for the majority of the cell
lines (7/8), even in the presence of ruxolitinib. In parallel, we performed a viability assay 6
days after MV infection (Figure 1C). We observed after MV infection that cell viability in 3D
conditions was higher than in 2D conditions and that ruxolitinib increased tumor cell lysis in
both conditions.

We then used confocal microscopy to observe MV replication in 6 MPM cell lines
cultured in 2D or 3D conditions in presence of ruxolitinib. We observed that MV replication, if
any, occurred in cells that are at the surface of spheroids (Figure 1D). Indeed, MV replication
did not spread below the surface of the spheroids.

Finally, we performed a 3-day infection of the MPM cell line Meso13 at Day O, Day 1,
Day 2 and Day 3 of spheroid formation with MV GFP at MOI 1 with ruxolitinib (Figure 1E).
Microscopy images showed a progressive decrease of MV replication capacity according to
the age of the spheroid.

Altogether, these results show that under 3D conditions, there are other factors

restricting MV replication that are independent of the type | interferon response.
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Modulation of viral receptors CD46 expression in MPM cell lines cultured in spheroids

We compared the expression of surface receptors allowing virus entry (CD46, CD150
and Nectin-4) in the 8 MPM cell lines grown in 2D and 3D (Figure 2A). The CD46 receptor,
which is the main MV entry receptor, was expressed by all 8 MPM cell lines in 2D and 3D.
Whereas similar CD46 expression levels were found for Meso31, Meso34 and Meso225 cell
lines under 2D and 3D conditions, these levels decreased in spheroids for Meso4, Meso11,
Meso13, Meso61, and Mesol173. The other two MV receptors, Nectin-4 and CD150 were not
expressed by MPM cell lines.

We then analysed CD46 molecules distribution in Mesol3 spheroids after
transparisation by confocal microscopy (Figure 2B). We found CD46 expression at the surface
of the spheroids and also inside with a lower intensity. Given that CD46 expression level is
similar under 2D and 3D conditions in several MPM cell lines that loose permissiveness in 3D
and that CD46 expression is expressed inside the spheroid, it is unlikely that the level of CD46

expression is implicated in the decrease of MV replication permissiveness in spheroids.

Transcriptomic analysis of MPM spheroids versus monolayer culture

In order to identify the nature of MV restriction factors in 3D, we performed a
transcriptomic analysis (DGE sequencing 3’UTR) of 4 MPM cell lines cultured in spheroids or
in monolayer, with or without MV infection during 3 days. We chose 2 cell lines that were
resistant to MV in 3D (Meso4 and Meso31), one cell line with a decreased sensibility (Meso13)
and one with similar sensibility in 2D and 3D (Meso34).

The results of the analysis showed an absence of significantly differentially expressed
genes upon spheroid infection for the two resistant cell lines in 3D (Meso4 and Meso31), but
also a decrease in the number of deregulated genes for the other two cell lines Meso13 and
Meso34 (Figure 3A). Absence of response to MV for Meso4 and Meso31 spheroids suggests
that restriction factors are induced during the spheroid formation and not in response to the
virus. We thus compared the transcriptome between 2D and 3D conditions. Gene expression
in 3D was largely modified compared to the 2D condition with between 3.1% and 15.3% of
genes significantly deregulated depending on the tumor cell lines (Figure 3B). The main

deregulated pathways in 3D were a down-regulation of cell cycle and metabolic genes
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expression, an up-regulation of inflammatory pathways (IL-17, NF-kappa B and TNF), and a
deregulation of expression of extracellular matrix genes (Figure 3C and 3D).

The transcriptomic analysis of MPM spheroids revealed a general decreased
expression of genes that code for cell division proteins such as cyclins and cyclin-dependent
kinases in the more resistant cell lines Meso4, Meso13 and Meso31. In Meso34 that remains
permissive to MV replication, these cell cycle genes were rather upregulated (Figure 4A). We
also observed a decrease of several metabolic pathways such as the pyruvate and amino acids
metabolism when MPM cell lines are cultured in spheroids (Figure 3D). Altogether, these
results suggest that some MPM cells are in dormancy when cultured in spheroids since they
decrease their expression of genes that are implicated in the cell cycle and the metabolism.

We also observed activation of IL-17, NF-kB and TNF inflammatory pathways when
MPM cells are cultured in spheroids, especially in the most resistant cell lines Meso4, Meso11
and Meso31 (Figure 4B). Indeed, 3D cultured cells expressed more genes with pro-
inflammatory and anti-apoptotic functions such as BCL2A1, IL1B, IL1R1, IL6, IL17RB, PTGS2,
TNFRS1B, IKBK2 and IKBKG. They also expressed many chimiokines genes such as CCL11, CCL7,
CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL6, CXCL8 and CXCL10. Interestingly, we did not
observed induction of expression of type | interferon genes such as IFNB1 or IFNA2 in 3D
cultured Meso4 and Meso34 cell lines that still have both copies of these genes.

Finally, when MPM cell lines are cultured as spheroids we also observed increased
expression of genes coding for proteins composing the extracellular matrix such as COL1A1,
COL4A2, COL6A1 and COL6A2, but also TNC and FN1 (Figure 4C). Moreover, spheroid cells
expressed genes coding for cell-matrix binding and communication proteins such as CD44 and
CDA47 or different integrins such as ITGA1, ITGA2 and ITGBS. Finally, many genes coding for
basal lamina proteins were overexpressed such as LAMB3 and LAMC2.

Although these deregulated pathways in 3D cultured MPM cell lines may all be
involved in the decrease permissiveness of MV replication, we decided next to investigate if

the down-regulation of cell cycle plays a role.

Impact of 3D culture on cell activity and cell cycle

Since the transcriptomic analysis of MPM spheroids revealed a general decreased

expression of genes that code for cell cycle proteins, especially for the resistant cell lines
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(Meso4, Mesol13 and Meso31), we then analysed the different phases of the cell cycle in cell
lines cultured in 2D or 3D (Figure 5A and 5B). We observed that spheroid cells divide less since
they present an accumulation in GO/G1 in all the 8 MPM cell lines tested. However, a small
proportion of cells still divide when cultured as spheroids. In order to locate these dividing
cells, we stained them with a monoclonal antibody against Ki67 and found that they are
distributed mainly at the surface of the Meso13 spheroid (Figure 5C).

To determine if cell proliferation in spheroid influenced the replication of MV, different
conditions that modulate the cell cycle were tested on the Mesol3 cell line. Cells were
cultured under 2D conditions for 24 hours without serum resulting in GO accumulation (Figure
6A). Some of these cells cultured without serum were then re-cultured with serum during 24
hours that causes a synchronized restart of the cell cycle characterized by a strong increase of
cellsin the S phase. We also succeed to increase proliferation of Meso13 cells in 3D conditions
by adding Endothelium Growth Factor (EGF) in the culture medium.

In order to determine whether EGF allowed a reactivation of the cell cycle in the lower
layers of the spheroids, a labelling of the proliferation marker protein Ki67 was performed and
observed by confocal microscopy (Figure 6B). Similar numbers of Ki67+ cells were found at the
periphery of untreated and EGF-treated spheroids, whereas more Ki67+ cells were found in
the centre of EGF-treated spheroids.

Finally, we repeated these cultures and cells were infected with MV GFP to measure
MV replication (Figure 6C). When Meso13 cells were cultured in 2D conditions without serum,
viral replication was on average diminished by half. On the other hand, when cells cultured
without serum were re-exposed to it at the time of infection, viral replication increased by an
average of 1.7 times. Similarly, when Meso13 cells cultured in 3D conditions were treated with
EGF, viral replication was on average 7 times higher. Furthermore, the addition of EGF to the
3D culture allowed a deeper penetration of viral replication into the lower layers of the
Meso13 spheroid (Figure 6D).

Altogether, our results point to a major role of the cell dormancy as a restriction factor

of MV replication in tumours.
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Discussion

Tumor cell lines spheroid culture is a way to take into account the three-dimensional
interactions found in tumors and is a more relevant model than 2D monolayer culture for the
study and characterization of novel therapy[18-21]. In this study, we used this 3D spheroid
model to show that dormancy of tumor cells induces resistance to oncolytic MV replication.

In a classical 2D culture, resistance of MPM cells to the MV oncolytic activity is
predominantly due to the antiviral type | interferon (IFN I) response [8, 9, 22]. A majority of
MPM tumor cell lines are susceptible to MV oncolytic activity because they have defects in
the IFN | pathway, including frequent homozygous deletion of the IFN | coding genes. Here we
show that MPM cell lines cultured under the form of a spheroid were poorly permissive to MV
replication independently of the IFN | pathway. This resistance observed in 3D culture
conditions was not overcome by ruxolitinib, a JAK1/2 inhibitor that blocks IFN | receptor
signalling. Furthermore, we found no significantly differentially expressed genes upon
spheroid infection for 2 of the cell lines tested. This result suggests that the resistance of MPM
cell lines to MV in spheroids is not due to the activation of the IFN | response and that viral
restriction factors were not activated by infection but rather were acquired gradually in 3D
culture. We were surprised to find that in our model the IFN | response did not play a bigger
role. Indeed, it was reported by Kurokawa in a phase | clinical trial against glioblastoma and in
glioblastoma and ovarian PDX mouse models that a constitutive activation of the IFN |
pathway is the main resistance factor to oncolytic MV (Kurokawa C, J Natl Cancer Inst, 2018).
When we analyzed the transcriptomic program of MPM cell lines that were cultured under 2D
and 3D conditions, we did not found a constitutive activation of the IFN | pathway under 3D
conditions. We found a diminished cell cycle protein expression and increased IL-17, NF-kB
and TNF inflammatory and ECM pathways.

Our transcriptomic analysis on 3D vs 2D conditions is in line to what have been
described in other 3D models[13, 14, 21]. The observations of tumor cell dormancy,
inflammation and remodelling of the ECM in 3D suggest that spheroids reflect tumors in vivo
much better than the simple two-dimensional culture model. As in MPM, the size of our
spheroids allowed us to simulate an oxygen and nutrient gradient[23]. MPM often has
important areas of hypoxia, which are linked to chemotherapy resistance[24]. Although we

did not see increased expression of hypoxia HIF-1 pathway genes, the presence of these
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gradients induced the formation of a necrotic core in the center of our spheroids, as evidenced
by deregulation of p53 signalling, inflammation and necroptosis pathways. Tumor cell necrosis
is often found in MPM and is a negative prognosis marker[25]. The necrotic cells release their
cytoplasmic content inducing the establishment of a strong inflammation[26], that we found
in our transcriptomic study through the upregulation of TNF, NFkB and IL-17 pathways, with
notably the overexpression of the pro-inflammatory cytokines IL-1b, IL-6 and TNF. Thus, the
inflammatory microenvironment of spheroids particularly mimicked that of MPM, which is a
cancer primarily induced by inflammation caused by the presence of asbestos fibers[27].

Hypoxia and the inflammatory environment induce the overexpression of a fibrotic-
like extracellular matrix within our spheroids. Indeed, it has been shown that the lack of
oxygen and heating of the microenvironment directly leads to the production of extracellular
matrix proteins characteristic of scar tissue[28—30]. The main components of the fibrotic ECM
found in spheroids (COL1A1, COL4A2, COL6A1, COL6A2, TNC and FN1) were particularly
specific to those found in MPM. Indeed, there is an increase of type | and IV collagen by tumor
cells with an anarchic expansion of the basement membrane in MPM [31]. In addition, the
cells produce and gather fibronectin into fibrillar networks between them[32]. The presence
of these fibronectin networks is one of the histological markers of MPM[33, 34]. Numerous
preclinical studies have demonstrated that structural disruptions of tumor extracellular
matrices can present real physical barriers to OV diffusion[35-37].

In this study, we also observed that in spheroids, tumor cells are dormant with a
reduced number of cells entering the cell cycles and a lower metabolic activity. Cell
proliferation was strongly slowed down and limited to the outer layer of the spheroid,
suggesting the establishment of dormancy in the intermediate and central layers. Indeed, 3D
models are commonly used to study the phenomenon of dormancy, which is associated with
resistance to oncolytic viruses[38, 39]. We then showed that reducing the tumor cells
proliferation by serum deprivation decreases MV permissiveness, whereas increasing it by
synchronized restart of the cell cycle or EGF enhances MV replication. EGF treatment
especially allows tumor cell proliferation deeper in the spheroids which correlates with MV
replication that also occurs deeper in the spheroid. The dormant state was already associated
with resistance to OVs in other studies [40] and seems also particularly inhospitable to MV

replication in our spheroid model. Indeed, viruses are obligate intracellular parasites and
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dormancy causes a decrease in cellular metabolic capacity making the factors necessary for
virus replication less available.

It has been shown that dormancy induces metabolic reprogramming that is
incompatible with viral replication[41]. Indeed, many viruses are known to induce metabolic
reprogramming in host cells to facilitate optimal virus production, notably by increasing
glycolytic metabolism which provides reducing equivalents and precursors for macromolecule
biosynthesis[42]. In addition, it has been shown that some glycolysis enzymes are directly
involved in the replication steps of paramyxoviruses[43]. However, we have been able to
demonstrate in our spheroids a down regulation of genes involved in the glycolysis pathway.
We have also demonstrated the down regulation of the pathways involved in the production
of amino acids. It has been shown that the presence of certain amino acids, notably arginine,
isoleucine and reonine, is essential for proper viral replication[44].

We also showed that CD46 expression decreased in 3D conditions compared to 2D for
majority of MPM cell lines. Decreased expression of the LDLr viral receptor has also been
described in ovarian cancer spheroids where it was responsible for the decrease in oncolytic
activity of Maraba virus [40]. The other MV entry receptors, CD150 and nectin-4, were not
expressed on MPM cells in either 2D or 3D, confirming our previous observations obtained on
2D-cultured MPM cell lines [8]. Nevertheless, the decrease in CD46 expression cannot fully
explain the decrease in viral replication observed in 3D culture. Indeed, the infection was
shown to be proportional to the density of receptors on the surface of cells, but a low density
is still sufficient to allow an infection by the virus [7, 8]. In our study, some cell lines such as
Meso31 and Meso225 do not loose CD46 expression on their surface in 3D, but loose their MV
permissiveness. Finally, we observed that CD46 is uniformly expressed in the spheroid which
does not explain the inability of MV to replicate deeply.

In conclusion, even if we cannot exclude a role for inflammation and ECM in the
decreased MV permissiveness of MPM cell lines cultured under form of spheroid, our results
show that tumor cell dormancy plays a role in this decrease. Further studies are guaranteed
to better define the role of inflammation and ECM on MV oncolytic activity in this spheroid

model.
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Table 1: MPM cell lines characteristics: E: epithelioid, S: sarcomatoid, HD: homozygous

deletion, LOH: loss of heterozygosity, M: mutation.

MPM Type | CDKN2A | IFNI BAP1 | NF2 LATS2 | TP53 MV replication
cell lines genes in 2D culture
Meso4 E HD LOH M Resistant
Mesol1l E HD HD M Permissive
Meso13 E HD HD Permissive
Meso31 S HD HD Permissive
Meso34 E HD M M M Permissive
Meso61 E LOH M M Resistant
Meso173 E HD LOH M Resistant
Meso0225 E HD HD M M Permissive
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Figures Legends

Figure 1. MPM spheroids are poorly permissive to MV replication in an independent manner of the
IFN | response. 30,000 cells of each cell line, resistant (R) or permissive (P) to MV replication in 2D,
were cultured in 2D or 3D for 3 days with Ruxolitinib (2uM) or not and then infected with MV or MV
GFP (MOI 1). A - GFP expression was monitored over 10 days by Fluoroscan. The fluorescence value
correspond to the ratio between the fluorescence of infected cells and the fluorescence of non-
infected cells. Statistic comparisons : between 3D ruxo and 2D Ruxo, n=6 minimum. B - MV in
supernatant was titrated 3 days after infection by TCID50 method on Vero cells. Statistic analyses for
the cell lines cultured in 3D were relative to the same cell lines in 2D, n=3 minimum. C = Cell viability
was measured 6 days after MV infection. The value correspond to the ratio between infected and non-
infected cells. Statistic analyses for the cell lines cultured in 3D were relative to the same cell lines in
2D, n=3 minimum. D - Cells were fixed (4% paraformaldehyde) 3 days after MV GFP infection.
Spheroids were then permeabilized (Triton 2%) and the nucleus was labeled (Hoescht). Spheroids were
transparized with Rapiclear 1.52. 2D cells and spheroids were imaged by confocal microscopy, x25
objective. E - 30,000 cells of Meso13 MPM cell line were cultured in 3D with Ruxolitinib (2uM) and
infected with MV GFP (MOI 1) at day 0, day 1, day 2 and day 3. Pictures of GFP fluorescence were taken
3 days after the infection. Statistic analyses : Wilcoxon rank sum test. Pvalue < 0.05 = *; < 0.005 = **;
< 0.0005 = ***; < 0.00005 = ****,

Figure 2. Resistance of MPM spheroids to MV is not due to decreased expression of viral receptors.
30,000 cells of each cell line were cultured in 2D or 3D for 3 days A - Cells are then resuspended and
labeled with anti-CD46, CD150 and Nectin-4 fluorescent antibodies. Fluorescence was analysed by flow
cytometry. RMFI is shown on histogram. n=1 to n=3. B — Cells were fixed (4% paraformaldehyde) and
then permeabilized (Triton 2%). The nucleus (Hoescht in blue) and CD46 (red) were labeled. Spheroids
were transparized with Rapiclear 1.52. Spheroids were imaged by confocal microscopy, x25 objective.

Figure 3. Transcriptomic analysis of MPM spheroids shows an ECM fibrosis associated with an
inflammatory environment, a significant cell cycle slowing and no response to MV infection in MV-
resistant cell lines. 30,000 cells of each cell line were cultured in 2D or 3D for 3 days. n=6 to n=8.
Transcriptomic analysis using the 3'seq-RNA Profiling (3'SRP) method was then performed on the
samples. A — Significantly deregulated genes before an infection with MV (MOI 1) in 2D and 3D. B -
Significantly deregulated genes in 3D. C - Significantly dysregulated signalling pathways (KEGG) in 3D.
D - GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) in 3D.

Figure 4: Expression of genes from cell cycle, extra cellular matrix (ECM) and Inflammation pathways
is deregulated in MPM cell lines cultured under 3D conditions. 30,000 cells of each cell line were
cultured in 2D or 3D conditions for 3 days. Transcriptomic analysis by 3'seq-RNA profiling (3'SRP) was
then performed on the samples. Differential expression of genes associated with cell cycle (A),
inflammation (IL-17/NF-kB/TNF pathway)(B) and extracellular matrix (ECM)(C) pathways (KEGG) in
MPM cell lines cultured under 3D conditions compared to 2D conditions are shown.

Figure 5. Spheroidal culture of MPM cell lines induces a dormancy state. 30,000 cells of each cell line
were cultured in 2D or 3D for 3 days. A/B - Cell cycle phases was analyzed by Two-step Nucleocounter
after DAPI staining. Statistic analyses of cell lines cultured in 3D concerned the G2/M step et were
relative to the G2/M step of the same cell lines cultured in 2D, n=1 to n=5. Statistic analyses : Wilcoxon
rank sum test. Pvalue < 0.05 = *.C - Meso13 spheroids were fixed (4% paraformaldehyde) and then
permeabilized (Triton 2%). The nucleus (Hoescht in blue) and Ki67 (green) were labeled. Spheroids
were transparized with Rapiclear 1.52. Spheroids were imaged by confocal microscopy, x25 objective.
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Figure 6. Modulation of cellular activity and cell cycle affects MV replication capacity. Meso13 cells
were cultured in 3D with or without EGF (10ng/ml) or cultured in 2D during 24 hours with serum (NT)
or without serum (- serum) ; some cells cultured without serum were then pulsed with a medium with
serum during 24 hours (pulsed serum). A - Cell cycle phases was analyzed by Two-step Nucleocounter
after DAPI staining. Statistic analyses of cell lines cultured in 3D concerned the G2/M step et were
relative to the NT condition, n=1 to n=6. B - Spheroids were fixed (4% paraformaldehyde) and then
permeabilized (Triton 2%). The nucleus (Hoescht in blue) and Ki67 (green) were labeled. Spheroids
were transparized with Rapiclear 1.52. Spheroids were imaged by confocal microscopy, x25 objective.
C - Cells were infected by MV GFP MOI 1 for 3 days. The green fluorescence of GFP was analysed by
flow cytometry. RMFI is shown on histogram. Statistic analyses of cell lines cultured in 3D concerned
the G2/M step et were relative to the NT condition, n=2 to n=4.D - Cells were fixed (4%
paraformaldehyde) 3 days after MV GFP infection. Spheroids were then permeabilized (Triton 2%) and
the nucleus was labeled (Hoescht). Spheroids were transparized with Rapiclear 1.52. Spheroids were
imaged by confocal microscopy, x25 objective. Statistic analyses : Wilcoxon rank sum test. Pvalue <
0.05 = *,
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Supplemental figure 1. TCID50 at J+6. 30,000 cells of each cell linewere cultured in 3D for 3
days with Ruxolitinib (2uM) and then infected with MV GFP (MOI 1). MV in supernatant was
titrated 6 days after infection by TCID50 method on Vero cells.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 6.
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2. Reésultats complémentaires

A. Introduction

L’étude des facteurs de restriction du MV dans les sphéroides de MPM a révélé
la dérégulation de nombreux mécanismes cellulaires dans ces modeles 3D par rapport
aux modeles en 2D. Parmi eux, nous avons montré que l'altération de la prolifération
cellulaire semble responsable d’'une forte diminution de la réplication du MV
oncolytique. Néanmoins, I'analyse comparative des séquengages en 2D et 3D a
également mis en évidence une dérégulation significative de I'expression de certains
genes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire comme COL1A1,
COL4A2, COL6A1, COL6A2, FN1 et TNC. Les protéines de la matrice extracellulaire
jouent un role crucial dans la capacité des OVs a infecter les cellules tumorales*#4. En
effet, les réseaux complexes formés par ces protéines possedent une forte capacité
de rétention des particules virales, formant de véritables barriéres a la propagation
virale*#®. En analysant la composition et la structure de la matrice extracellulaire de
nos modeles de sphéroides par microscopie confocale, je propose une piste
supplémentaire permettant d’expliquer les mécanismes impliqués dans leur résistance
au MV oncolytique. Ces résultats complémentaires seront discutés conjointement aux

principaux travaux de thése lors du dernier chapitre de ce manuscrit.
B. Meéthode

Des sphéroides tumoraux de la lignée cellulaire de MPM Meso13 ont été formés
comme décrit précédemment. Apres 3 jours, ils ont été fixés avec du PBS 4% de
paraformaldéhyde (Electron Microscopy Sciences) pendant 30 minutes. Aprés lavage,

ils ont été perméabilisés dans du PBS Triton 2% (Merk) pendant 24 heures.

Pour la microscopie confocale classique les noyaux des cellules ont été
marquées avec 5ug/ml de Hoeschst 33342 (Sigma), avec un anticorps anti-
fioronectine-1 (FN1) (Sigma F3648) au 200%™, ou anti-ténascine-C (TNC) (Sigma
T2551) au 200eme dans du PBS 0,1% Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma) et 0,2%
Triton (Merk) pendant 24 heures. Aprés 24 heures de lavage, les sphéroides ont été
marqueés avec des anticorps secondaires anti-lapin 647 (Life A21245) et anti-souris

488 (Invitrogen A11029) pendant 24 heures. Les sphéroides ont ensuite été
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transparisés avec du Rapiclear 1.52 (SUNJIN lab) et ont été imagés avec un
microscope confocal Nikon A1rHD LFOV, objectif x25. Le traitement et I'analyse des
images ont été effectués avec le logiciel ImageJ.

Pour la microscopie par génération de seconde harmonique (SHG : Second
Harmonic Generation), les sphéroides ont été transparisés avec du Rapiclear 1.52
(SUNJIN lab) directement apres fixation et ont été imagés avec un microscope
biphotonique Nikon ALIRMP couplé au laser accordable Insight Deepsee 680-1300 nm.
Le signal du collagene a été analysé selon le protocole précédemment décrit*4%, sans

polarisation, objectif x16.
C. Résultats

L'analyse transcriptomique a révélé une modification de la composition de la
matrice extracellulaire lorsque les cellules de MPM sont cultivées en sphéroides. La
présence d'une matrice extracellulaire dense pouvant entraver la pénétration des
particules virales dans un tissu, nous avons effectué une analyse spatiale des
principales protéines de la matrice extracellulaire qui se sont révélées étre régulées a

la hausse dans les transcriptomes 3D.

Tout d'abord, la localisation et la structure des fibres de ténascine-C (TNC) et
de fibronectine-1 (FN1) ont été révelées par marquage immunofluorescent par
microscopie confocale sur des sphéroides de la lignée de MPM Meso13 (Figure 1A).
Les résultats de ces analyses révélent tout d’abord la mise en place d’'un réseau dense
et homogéne FN1 dans I'ensemble du sphéroide. La TNC quant a elle semble former
un réseau plus lache, essentiellement en périphérie du sphéroide et dans les couches
intérmédiaires.

Ensuite, nous avons réveélé la structure du réseau de collagene dans les
sphéroides en utilisant la technique de génération de seconde harmonique (SHG :
second harmonic generation) en microscopie confocale biphotonique (Figure 1B).
Cette technique permet de mettre en évidence des structures non centrosymétriques
telles que les fibres de collagene. Le signal a été obtenu dans le sens avant et retour,
ce qui indique qu'il s'agit bien d'un signal de SHG. Ce signal a mis en évidence la

présence de fibres de collagene denses uniquement au coeur du sphéroide.
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Figure 1: Expression et localisation des fibres matricielles des sphéroides de Meso13.
30 000 cellules de la lignée de MPM Meso13 ont été cultivées en 3D pendant 3 jours avant
d’étre fixées (A) Les noyaux (Hoeschst), la Fibronectine 1 (FN1) et la Ténascine C (TNC) ont
ensuite été marqués. Les sphéroides ont été transparisés puis imagés par microscopie
confocale, objectif x25. (B) Les sphéroides ont été perméabilisés, transparisés et le signal du
collagene a été analysé par SHG, objectif X16, sans polarisation.
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3. Oncolytic attenuated measles virus encoding NY -

ESO-1 induces HLA | and Il presentation of this tumor

antigen by melanoma and dendritic cells

Les résultats sont présentés ici sous la forme d’un article scientifique en cours

de révision dans le journal Cancer immunology and immunotherapy.
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Abstract

Antitumor virotherapy stimulates the antitumor immune response during tumor cell
lysis induced by oncolytic viruses (OV). OV can be modified to express additional transgenes
that enhance their therapeutic potential. In this study, we armed the spontaneously oncolytic
Schwarz strain of measles viruses (MV) with the gene encoding the cancer/testis antigen NY -
ESO-1 to obtain MVny. We compared MV and MVny oncolytic activity and ability to induce
NY-ESO-1 expression in six human melanoma cell lines. After MVny infection, we measured
the capacity of melanoma cells to present NY-ESO-1 peptides to CD4+ and CD8+ T cell clones
specific for this antigen. We assessed the ability of MVny to induce NY-ESO-1 expression and
presentation in monocyte-derived dendritic cells (DC). Our results show that MVny and MV
oncolytic activity are similar with a faster cell lysis induced by MVny. We also observed that
melanoma cell lines and DC expressed the NY-ESO-1 protein after MVny infection. In
addition, MVny-infected melanoma cells and DC were able to stimulate NY-ESO-1 specific
CD4+ and CD8+ T cells. Finally, MVny was able to induce DC maturation. Altogether, these
results show that MVny could be an interesting candidate to stimulate NY-ESO-1 specific T

cells in melanoma patients with NY-ESO-1-expressing tumor cells.

Keywords

antitumor immunotherapy, measles virus, melanoma, tumor antigen, NY-ESO-1, T cells.
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Introduction

Antitumor virotherapy consists in using oncolytic viruses (OV) to treat cancer. OV are
non-pathogenic replicative viruses that infect, replicate in and kill tumor cells without harming
healthy cells [1]. Furthermore, infection of tumor cells by OV should result in immunogenic
cell death that potentially stimulate antitumor immune responses [2]. The combination of
danger signals, tumor-associated antigens (TAA) and pro-inflammatory cytokines released by
infected and dying tumor cells activates antigen-presenting cells such as dendritic cells (DC)
that become able to initiate anti-tumor T cell responses [3, 4].

Numerous TAA that are recognized by T cells via HLA molecules on the surface of
tumor cells have been identified [5]. They are classified as mutated, tumor-specific,
differentiation or overexpressed antigens. Tumor-specific TAA, also known as cancer/testis or
cancer-germline antigens share interesting properties for cancer immunotherapy with mutated
neo-antigens. Their expression is restricted to tumor cells and they are recognized by a specific
T cell repertoire of high avidity [6]. In addition, their expression is shared by a variety of tumors.
New York esophageal squamous cell carcinoma 1 antigen (NY-ESO-1) that is encoded by the
gene CTAGIB is a tumor-specific TAA that is expressed in several types of cancers such as
melanoma or lung adenocarcinoma. This TAA is a good candidate for immunotherapy since it
can be spontaneously recognized in patients not only by cytotoxic CD8+ T lymphocytes, but
also by CD4+ T cells and B lymphocytes [7-9]. Several immunotherapy clinical trials using
NY-ESO-1 as a target are undergoing [10].

Measles virus (MV) is an enveloped, negative sense sSRNA paramyxovirus responsible
for Measles. The attenuated Schwarz strain of MV is commonly used for children vaccination.
This strain displays spontaneous oncolytic activity against numerous types of cancers, notably
melanoma [11], lung and colon adenocarcinoma [12] and malignant pleural mesothelioma [13,

14]. Other attenuated MV strains such as the Edmonston strain are evaluated in clinical trials
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for the treatment of ovarian cancer, glioblastoma multiforme, multiple myeloma,
mesothelioma, head and neck, breast cancers and malignant peripheral nerve sheath tumors
[15]. Despite a relatively small genome of around 16,000 nucleotides, MV can accept additional
transgenes for use in antitumor virotherapy [16-18] or prophylactic vaccination [19, 20].
Concept of TAA encoding OV for tumor vaccination was introduced using Maraba virus
encoding a melanoma antigen [21], and has been applied also to MV [22].

In this study, we generated MVny by insertion of the gene encoding NY-ESO-1 into the
Schwarz MV genome. We then evaluated MVny oncolytic activity against human melanoma
cell lines and observed that it was preserved compared to standard Schwarz MV. MVny induced
a strong NY-ESO-1 expression in infected melanoma cell lines and a moderate expression in
human monocyte-derived DC. Finally, we demonstrated in vitro that melanoma cell lines or
DC exposed to MVny present efficiently NY-ESO-1 peptides to NY-ESO-1-specific CD8+ and
CD4+ T cell clones. Altogether, our results suggest that MVny might be an interesting OV to

induce NY-ESO-1 presentation to T cells.
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Material and methods

Tumor cells lines

The M18, M45, M88, M117 and M199 human melanoma cell lines were provided by
Dr Nathalie Labarriére (INCIT, Nantes) that are part of the PC-U892-NL Biocollection (CHU
Nantes, France). Samples were collected in accordance with the standards established by the
Declaration of Helsinki. All recruited patients gave signed informed consent. Study was
approved by local ethical committee (CPP Ouest-1V -Nantes). The IPC277/5 was provided by
Dr C. Auben (INSERM, Marseille). The cell lines were maintained at 37°C, under 100%
humidity and 5% COz in Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 (Gibco,
France) supplemented with 100U/mL Penicillin (Gibco, France), 100ug/mL Streptomycin
(Gibco, France), 2mM L-Glutamine (Gibco, France), and 10% Fetal Calf Serum (FCS, Eurobio)
previously decomplemented. Cells were routinely checked for Mycoplasma contamination

using the PlasmoTest from InvivoGen.

Human NY-ESO-1-specific T cell clones

NY67, a CD4+ T cell clone specific for the HLA-DPb*0401/NY-ESO-1(157-170)
complex, and N5.14, a CD8+ T cell clone specific for the HLA-A*0201/Mucin-1(950-958)
complex were obtained from blood donors as previously described [23, 24]. M.117.167,a CD8+
T cell clone specific for the HLA A*0201/NY-ESO-1(157-165) complex was obtained from
tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) from a melanoma patient biopsy [25]. The clones were
seeded for amplification at 5,000 cells/well in 150uL of RPMI 1640 (Gibco) supplemented with
100U/mL Penicillin (Gibco), 100pg/mL Streptomycin (Gibco), 2mM L-Glutamine (Gibco), 8%
pooled human serum and containing lpg/mL of Leucoagglutinin PHA-L (Sigma, cat
#1.2769450), 150 Ul/mL IL-2 (Proleukin, CHIRON) and irradiated feeder cells in 96-well

round bottom plates. The feeder cells consisted of a B lymphocyte cell line immortalized by the
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Epstein Barr virus and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) irradiated at 70 and 35 Gy
and seeded at 1.10% and 1.10° cells per well, respectively. NY-ESO-1(157-165), SLLMWITQC,

and NY-ESO-1(157-170), SLLMWITQCFLPVF, peptides were purchased from Eurogentech.

Human monocyte-derived DC

Blood monocytes were obtained by negative magnetic sorting (EasySep Human
monocyte Enrichment Kit, StemCell) from PBMC of healthy donors provided by EFS
(Etablissement Francais du Sang, Nantes) as previously described [26]. Immature DCs were
differentiated for 5 days from monocytes, seeded at 2.10° cells/mL in a 6-well plate with culture
medium composed of RPMI 1640 (Gibco, France) supplemented with 100U/mL Penicillin
(Gibco), 100pug/mL Streptomycin (Gibco, France), 2mM L-Glutamine (Gibco), 2% human
albumin (Human Albumin 200 mg/mL, VIALEBEX), 10001U/mL of GM-CSF (CellGenix) and
2001U/mL of Interleukin-4 (CellGenix). After 5 days immature DCs were collected for

experiments.

Attenuated Schwarz MV, MVeGFP and MVny

Live-attenuated Schwarz-strain measles virus vaccine (MV), MV recombinant for the
enhanced green fluorescent protein (MVeGFP), and MV recombinant for NY-ESO-1 (MVny)
were produced and purified as previously described [27]. To generate MVny recombinant virus,
the cDNA sequence of human NY-ESO-1 ORF (CTAG1B, clone NM 001327) was codon
optimized for MV expression, modified at the stop codon to ensure that the total number of
nucleotides is a multiple of six [19], and subsequently cloned into an additional transcription
unit localized between the P and M genes in the pTM-MVSchw plasmid encoding infectious
MVSchw cDNA corresponding to the antigenome of the MV Schwarz vaccine strain [27].

Rescue of recombinant virus was performed as previously described using a helper-cell-based
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system [27]. Briefly, helper HEK293T cells expressing both the T7-RNA polymerase and the
Schwarz MV N and P proteins (HEK293-T7-MV) were co-transfected with pTM-MVSchw-
NY-ESO-1 vector plasmid and a plasmid expressing the Schwarz MV polymerase L.
Transfected HEK293-T7-MV helper cells were gently harvested and co-cultured with Vero
cells for amplification of MV Schw-NY-ESO-1 virus. Virus titers were determined by endpoint
titration on Vero cells and expressed as TCID50/ml. Replication of MVSchw-NY-ESO-1
recombinant virus was analyzed by single-step growth curves on Vero cells using an MOI of
0.1. The growth rate of recombinant MVSchw-NY-ESO-1 virus was similar to empty

MV Schw.
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Western blot assay

Vero Cells, Tumor cell lines or monocyte-derived DC were seeded at 5.10° cells/mL
and infected with MV or MVny at a multiplicity of infection (MOI) of 1 in a 24-well plate in
their respective media. After 48 hours of infection, cells were lysed in 100uL/1.10° cells of
RIPA lysis buffer (Radio immunoprecipitation assay buffer, Sigma-Aldrich) with 1% protease
inhibitor (Sigma-Aldrich). Twenty ug of proteins were denatured at 95°C for 5 minutes in
Laemmli buffer (BioRad) with 10% beta-mercaptoethanol (Merck) before plating into a pre-
cast SDS-polyacrylamide 4-15% electrophoresis gel (BioRad). Migration was performed at
200V for 30min in 10x Tris/Glycine/SDS migration buffer (BioRad, cat #1610772). After
migration, proteins were transferred to a Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane, which
was then blocked with 0.1% Tween tris-buffered saline (T-TBS) containing 5% milk. The
membrane was incubated with a rabbit anti-NY-ESO-1 primary antibody (Cell Signaling
Technology, Cat #45437) at 4°C overnight at 1:1000 or with a rabbit anti-Actin primary
antibody (Cell Signaling Technology, cat # 3700) for one hour at room temperature at 1:1000.
After 3 washes with 0.1% T-TBS, the membrane was incubated with horseradish peroxidase
(HRP)-coupled anti-rabbit secondary antibody (Jackson Immuno Research) for one hour at
1:5000. Proteins were revealed with the Clarity TM Western ECL chemiluminescence kit
(BioRad) by the Chemi DOC TM Imaging system (BioRad). The analysis of the images was

performed with the ImageLab software.

Propidium iodide / annexin V Staining

CD8+ T cell clone N5.14, tumor cell lines or immature monocyte-derived DCs were
seeded at 5.10° cells/mL and infected with MV or MVny (MOI=1) in a 48-well plate in their

respective media. After 48h, 72h, 96h or 120h of infection, the cells were labeled with
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propidium iodide (Pl) / FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen Cat

#556547) and analyzed by flow cytometry.

Intracytoplasmic staining of IFN-y

HLA-A*0201+ or HLA-DPb1*0401+ immature DCs and tumor cells were seeded in a
96-well flat-bottom plate at 1.2x108 cells/mL in 100uL of their culture medium and were
infected or not with MV or MVny (MOI=1). After 48 hours, some uninfected DC and tumor
cells were incubated 1 hour at room temperature with 10uM of NY-ESO-1 (157-165) or (157-
170) peptides and then washed. Uninfected, peptide-pulsed and infected DCs or tumor cells
were co-cultured with the CD4+ T cell clone NY67 or with the CD8+ T cell clone M.117.167
in presence of 10 pg/mL of brefeldin A (BioLegend, cat #420601). After 5 h of co-culture, cells
were fixed with PBS 4% paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences) for 10
minutes and labeled with a FITC-conjugated anti-CD4 (BD Pharmingen) or a FITC-conjugated
anti-CD8 (BioLegend), and a PE-conjugated anti-IFN-y (BD /Pharmingen, Cat # 554701) mAb,
diluted in PBS with 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% saponin, for 30 minutes. Cells
were then analyzed by flow cytometry with a BD FACS Canto Il cytometer. The software Diva

was used for the analysis.

MVafp replication in monocyte-derived DC, M88 melanoma cell line and N5.14 CD8+ T cell

clone
N5.14 CD8+ T cell clone, M88 melanoma cell line and monocyte-derived DCs were
seeded in a 48-well plate at 5.10° in 800pL of their respective culture media. They were exposed

to MVeGFP (MOI=1). The fluorescence was recorded by time-lapse microscopy using a

Widefield Leica DMI8, driven by Metamorph v7.8 software (Molecular Devices), with
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environmental control (Temperature, humidity and CO.) for 120h using a x10 objective.

Fluorescence was calculated from two different fields per wells with the ImageJ software [28].

RT-PCR and gPCR

The M88 melanoma cell line and iDCs were seeded in a 48-well plate at 5.10° cells/mL
and 2.106 cells/mL, respectively, in 500pL of their respective culture media. They were exposed
to MV or MVny (MOI=1). After 48h, cellular RNAs were extracted using the Nucleospin®
RNA plus kit (Macherey-Nagel, Cat #740984.10) and 250ng were reverse-transcribed
(Invitrogen, Cat #28025013). The gPCR reaction is then performed using Master mix Maxima
SYBR Green/ROX gPCR (Thermo Scientific, Cat #K0253). The expression of NY-ESO-1 was
measured using a pair of QuantiTect primers for NY-ESO-1. NY-ESO-1 gene expression was
normalized against the expression of the housekeeping gene encoding the Ribosomal Protein
Lateral Stalk Subunit PO (RPLPO) using the AACT relative quantification method [29].

Surface staining of human monocyte-derived DCs

Monocyte-derived DCs were seeded in a 48-well plate at 5.10° cells/mL in 1mL of their
culture medium. They were infected with MV or MVny (MOI=1), or treated with 1pg/mL
lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich Cat #L2654-1 MG). After 48h of incubation, they
were labeled with anti CD80 PE/Cy7-conjugated (IgG1k Biolegend Cat #305217), an anti-
CD83 FITC-conjugated (IgG1k Biosciences Cat #556910) and an anti-CD86 APC-conjugated
(IgG1k BD Biosciences Cat #555660) mAb diluted in PBS with 0.1% BSA. Cells were then
fixed in PBS with 1% PFA for flow cytometric analysis with a BD FACS Canto Il cytometer
and the Diva software.

Data formatting and statistical analysis

The data were formatted using GraphPad Prism v8. Statistical significance was

determined by the Mann-Witney Wilcoxon signed ranks test (* p < 0.05; ** p < 0.01).
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Results

MVny induces NY-ESO-1 expression in human melanoma cells and cell lysis

MVny was generated by inserting the gene encoding the tumor associated antigen NY -
ESO-1 in the genome of the Schwarz MV between the genes encoding P/V/C and M proteins
(Figure 1A). The recombinant MVny virus was obtained by reverse genetics using a helper-
cell-based system and amplified on Vero cells. The modified virus replicated similarly to the
parental Schwarz strain of MV and expressed high levels of NY-ESO-1 protein in infected Vero
cells (Figures 1B and-1C).

We previously described that a majority of human melanoma cell lines are permissive
in vitro to MV replication due to defects in their antiviral type I interferon pathway [11]. In this
experiment, we evaluated by western blot if the tumor antigen NY-ESO-1 is expressed after in
vitro exposure of five melanoma cell lines to MVny, using the human M18 melanoma cell line
that expresses NY-ESO-1 as a control. First, we observed that among the melanoma cell lines
studied, two cell lines, M18 and IPC277/5, expressed NY-ESO-1 (Figure 2A). After 48h of
exposition to MVny, the five melanoma cell lines expressed high levels of NY-ESO-1 (Figure
2B). NY-ESO-1 expression induced by MVny was higher than its spontaneous expression in
M18 and IPC277/5.

We then assessed by propidium iodide and annexinV staining if exposition of the 6
melanoma cell lines to MV or MVny led to cell lysis. After 48h, it was often too early to detect
lysis induced by MV (Figures 3A and 3B). However, we detected about 15% more cell death
when IPC277/5 cells were infected with both viruses. We observed around 40% and 30%
additional cell death in M18 and M88 induced by MVny compared to MV, respectively. After
120h, the same level of cell death was induced by MV and MVny in all cell lines, except for
M199 that was better lysed by MV (Figure 3C and 3D). We also observed that M45 was quite

resistant to the oncolytic activity of both viruses showing only around 10% lysis. Altogether,
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these results show that MVny has an equivalent oncolytic activity compared to MV that is faster

for a few melanoma cell lines such as M18 and M88.

MVny induces recognition of melanoma cell lines by NY-ESO-1-specific CD4+ and CD8+ T

cell clones

To determine whether HLA-A*0201+ melanoma cell lines M199 is able to present the
NY-ESO-1(157-165) peptide after infection by MVny, we measured IFN-y production by
M117.167, a human CD8+ T cell clones specific for the complex HLA-A*0201/NY-ESO-
1(157-165) (Figure 4A-C). The M117.167 clone was unable to recognize M199 alone or
exposed to MV, whereas it was able to produce IFN-y in response to M199 pulsed with NY-
ESO-1(157-165) peptide or after infection with MVny. This production of IFN-y by M117.167
in response to MVny infected M199 cell lines was modest after 48h (Figures 4A and 4C), but
reached a high level comparable to the production observed in response to 10uM of peptide
after 120h (Figures 4B and 4C). In the same experiments, we also assessed M117.167 response
to the autologous HLA-A*0201+ tumor cell lines M117. This cell line and the M117.167 T cell
clone were obtained from the same melanoma biopsy. Non-infected M117 was recognized by
M117.167 and this recognition was comparable after peptide loading or infection by MV or
MVny (Figure S1). These results suggest that the M117.167 T cell clone recognized low amount
of antigen, since we failed to detect NY-ESO-1 protein by western blot in the non-infected
M117 cell line (Figure 2).

We also used NY67, a human CD4+ T cell clone specific for the HLA-DPB1*0401/NY -
ESO-1(157-170) complex, to determine if the HLA-DPB1*0401+ melanoma cell line M88 was
able to present the NY-ESO-1(157-170) peptide after infection by MVny (Figure 4D to 4F).
The NY67 clone was unable to recognize M88 alone or exposed to MV, whereas IFN-y was

produced in response to M88 pulsed with NY-ESO-1(157-170) peptide or after infection with
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MVny. This production of IFN-y by NY67 in response to the MVny-infected M88 cell line was
comparable to the production observed in response to 10uM of peptide after 48h of infection
(Figure 4D and 4E) and then decreased after 120h (Figure 4D and 4F) .

Altogether, these experiments show that the expression of NY-ESO-1 by melanoma cell
lines after infection by MVny allows the cells to present efficiently the tumor antigen to CD4+

and CD8+ T cells via HLA class Il and | molecules, respectively.

MVny induces NY-ESO-1 expression in human monocyte-derived DC and cell lysis

We first analyzed MV replication in monocyte-derived DC using MV encoding the
enhanced green fluorescent protein (MVeGFP). Fluorescence was detected as soon as 20h after
virus exposition in DC and M88 melanoma cells (Figure 5A). While in M88 cell line
fluorescence reached a mean plateau around 250 FU after 96h of culture, in DC fluorescence
peaked at a mean level of 8 FU after 30 hours and then slowly decreased. At fluorescence peak,
DC that were permissive to MV replication appeared slightly green in the middle of non-
fluorescent DC aggregates (Figure 5B). We failed to detect any fluorescence after exposition
of the human CD8+ T cell clone N5.14 to MVegfp (Figure 5A). These results show that MV
replicates moderately in monocyte-derived DC, confirming our previous observation [3].

We then measured by RT-PCR and western blot the NY-ESO-1 expression in
monocyte-derived DC exposed for 48h to MV or MVny. As expected, NY-ESO-1 was not
expressed by uninfected DC or DC infected with MV, whereas expression was detected in DC
exposed to MVny (Figure 5C). However, the amount of NY-ESO-1 protein in MVny-infected
DC was lower than in MVny-infected M88 cell line (Figure 5D).

We evaluated monocyte-derived DC cell death after exposition to MV or MVny using

propidium iodide / annexin V staining (Figure 6). We observed that MVny induced cell death

144



faster than MV in both monocyte-derived DC and M88 melanoma cells. We did not observe
cell death of N5.14 CD8+ T cells when exposed to MV or MVny.

We then assessed if MVny was able to induce DC maturation. DC maturation was
observed 48h after infection by MV or MVny when more than a half of DC are still alive, using
LPS exposed DC as a positive control. MVny induced DC maturation more efficiently than
MV, based on CD80, CD83 and CD86 expression and less efficiently than LPS (Figure 7).

Altogether these results show that MVny is able to induce maturation of monocyte-
derived DC and expression of small amounts of NY-ESO-1 proteins, but also to induce

significant DC cell death.

MVny induces recognition of DC by NY-ESO-1-specific CD4+ and CD8+ T cell clones

We finally determined if monocyte-derived DC exposed to MVny were able to present
the NY-ESO-1 antigen to specific CD4+ and CD8+ T cells. The NY-ESO-1 specific CD8+ T
cell clone M117.167 strongly responded by IFN-y production when exposed to MVny-infected
HLA-A*0201+ DC or pulsed with 10uM specific peptide, while it produce low level of IFN-y
in response to non-infected or MV-infected DC (Figure 8). Similarly, the NY-ESO-1 specific
CD4+ T cell clone NY67 produced high amounts of IFN-y in response to DC exposed to MVny-
infected DC or pulsed with 10uM of peptide, while it produced low levels in response to non-
infected or MV-infected HLA-DPB1*0401+ monocyte-derived DC (Figure 8). In this
experiment, we also observed a low amount of IFN-ythat is produced by both clones in
response to MV-infected DC. This low IFN-y amount is due to type | IFN produced by DC in
response to MV, since it can be inhibited by ruxolitinib that is an inhibitor of JAK1/2 and
consequently of the IFN-a/-b receptor signaling (supplemental figure 2). In the meantime, the

recognition of MVny-infected DC by the clones is not altered by ruxolitinib. Thus, MVny-
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infected DC are able to express the NY-ESO-1 and to present efficiently peptides from this

tumor antigen to CD4+ and CD8+ T lymphocytes through HLA molecules.
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Discussion

In a previous study, we showed that a majority of melanoma cell lines are sensitive to
the oncolytic activity of the Schwarz strain of MV due to defects of the antiviral type I interferon
pathway in tumor cells [11]. In this study, we show that the attenuated Schwarz MV encoding
human NY-ESO-1 is able to express this tumor antigen in infected melanoma tumor cells, while
retaining its oncolytic activity. Upon infection of melanoma cells, NY-ESO-1 is strongly
expressed and NY-ESO-1 peptides (157-165 and 157-170) are efficiently presented by infected
tumor cells to specific CD8+ and CD4+ T cells by HLA class I and 11 molecules. We also show
that MVny replicates modestly in monocyte-derived DCs compared to melanoma cells,
allowing DCs to present NY-ESO-1 peptides to specific CD4+ and CD8+ T cells. Altogether,
these results demonstrate that MV ny displays an oncolytic activity against melanoma cell lines
and induces NY-ESO-1 peptides presentation not only by tumor cells, but also by antigen
presenting cells such as monocyte-derived DCs.

Recently, Elena Busch and collaborators showed that MV can be modified to encode
TAAs [22]. They demonstrated using mouse cells that TAAs are expressed by tumor and
dendritic cells after TAA-encoding MV infection and that they are presented to CD8+ T cells.
In this study, we confirm their finding using human cells. We further show that MV encoding
TAA can induce HLA class Il presentation by tumor cells and DCs to CD4+ T cells.

We observed that MVny induced a faster cell death than MV in melanoma cell lines and
DCs. The expression of NY-ESO-1 seems toxic for cells. It is difficult to formulate hypothesis
regarding this increased toxicity of MVny since the role of NY-ESO-1 is not well defined [10].
This faster cell death induction might explain why this virus induces stronger DC maturation.
We and other previously showed that MV induces immunogenic cell death allowing the release
of danger signals that maturate DC [3, 30]. With faster DC cell death induced by MVny;, it is

possible that more dangers signals were released when DC maturation was measured.
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We previously showed that melanoma cell lines expressing NY-ESO-1 and HLA class
Il molecules can present NY-ESO-1 peptides to NY-ESO-1-specific CD4+ T cells by an
exogenous pathway [31]. Indeed, some NY-ESO-1 proteins are released by melanoma cells and
re-captured to reach the endo-lysosomal HLA class Il presentation pathway. We also reported
that MV-induced cell death allows the release of high amounts of NY-ESO-1 proteins leading
to an increase HLA class Il presentation of this antigen by living tumor cells around [32]. Thus,
MVny would reinforce NY-ESO-1 expression in tumors and its release by tumor cells leading
to a strong presentation to CD4+ T cells. Furthermore, NY-ESO-1 expression in melanoma
tumors is often heterogeneous, exhibiting a mosaic-like pattern with only isolated parts of the
tumor expressing this antigen [33]. MVny may be an interesting tools to spread NY-ESO-1
antigen presentation to regions of the tumor that do not express NY-ESO-1.

The frequency of patients with NY-ESO-1-expressing melanoma correlates with the
stage of the disease. This expression is low in first stages and reaches around 45% in metastatic
melanoma [33-35]. MVVny may be interesting to induce or reinforce NY-ESO-1 specific T cell
responses for patient with tumors that express this tumor antigen. Several immunotherapy
clinical trials are on-going to induce CD4+ and CD8+ T cell response against NY-ESO-1 [10].
For exemple, the adoptive transfer of an autologous HLA-DPB*0401/NY-ESO-1(157-170)-
specific CD4+ T lymphocyte clone in a metastatic melanoma patient allowed the rejection of
tumors and the emergence of other TAA-specific T cells, thereby suggesting the induction of
antigen spreading [36]. In addition, the adoptive transfer of CD8+ T cells harboring a transgenic
T cell receptor against NY-ESO-1 resulted in clinical benefits in HLA-A*0201+ melanoma
patients [37]. Thus, strategies aiming at increasing the presentation of this TAA by DC and
tumor cells not only through the HLA class | pathway, but also through the class Il pathway,

should be envisaged to stimulate NY-ESO-1 antitumor immune responses. The use of oncolytic
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viruses expressing NY-ESO-1, such as MVny, may be a valuable therapeutic strategy to achieve

this goal.
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Figure legends

Figure 1: Generation of MVny. (A) Schematic representation of pTM-MVny plasmid vector

with the NY-ESO-1 ORF sequence inserted into an additional transcription unit between the
PVC and M genes. The MV genome comprises the nucleoprotein (N), phosphoprotein (P), V
and C accessory proteins, matrix (M), fusion (F), hemagglutinin (H) and polymerase (L) genes.
Plasmid elements include the T7 RNA polymerase promoter (T7), hammerhead ribozyme (hh),
hepatitis delta virus ribozyme (J), and T7 RNA polymerase terminator (T7t). (B) Growth
kinetics of MV (blue) and MVny (red) in Vero cells infected with an MOI of 0.1 (cell-associated

virus titers are indicated in TCID50/ml).

Figure 2: MVny induces NY-ESO-1 expression in human melanoma cell lines. (A) Western blot

analysis of NY-ESO-1 antigen expression in six human melanoma cell lines (M18, M45, M88,
M117, M199 and IPC 277/5). (B) Western blot analysis of NY-ESO-1 antigen expression in
six melanoma lines (M18, M45, M88, M117, M199, and IPC277/5) non-infected (NI) or

infected by MV or MVny for 48 hours.

Figure 3: MVny induces the lysis of human melanoma cell lines. Melanoma cell lines were

cultured alone (NI) or with MV or MVny (MOI=1). After 48h (A-B) or 120h (C-D), cell death
was measured by annexin V and Propidium iodide (PI) staining and flow cytometry. (A and C)
One representative experiment with M88, M117 and M199 cell lines is shown. (B and D)
Results (means + SD) of three independent experiments performed with M18, M45, M88,
M117, M199, and IPC277/5 cell lines are shown. Percentages of dead cells are the sums of

Annexin V+/Pl-, Annexin V+/Pl+ and Annexin V-/Pl+ cells.
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Figure 4: MVny induces the recognition of melanoma cell lines by NY-ESO-1-specific CD4+

and CD8+ T cell clones. (A-C) The HLA-A*0201+ melanoma cell line M199 was cultured

alone (NI), with MV or MVny (MOI=1) during 48h (A) or 120h (B). Cells were collected and
a part of M199 was pulsed with the NY-ESO-1 (157-165) for one hour and washed. Cells were
co-cultured with the CD8+ T cell clone M117.167 for 5h in presence of brefeldin A and then
fixed and stained for CD8 and intracellular IFN-y. Fluorescence was analyzed by flow
cytometry. (&) Results (means + SD) of three independent experiments are shown (C). (D-F)
The HLA-DPb1*0401+ melanoma cell line M88 was cultured alone (NI), with MV or MVny
(MOI=1) during 48h (D) or 120h (E). Cells were collected and a part of M88 was pulsed with
the NY-ESO-1 (157-170) for one hour and washed. Cells were co-cultured with the CD4+ T
cell clone NY67 for 5h in presence of brefeldin A, then fixed and stained for CD4 and
intracellular IFN-y. Fluorescence was analyzed by flow cytometry. {F} Results (means + SD)

of three independent experiments are shown (F).

Figure 5: MVny replicates in human monocyte-derived DC and induces NY-ESO-1 expression.

(A) Human monocyte-derived DC, the M88 melanoma cell line and N5.14 CD8+ T cell clones
were exposed to MVgfp (MOI=1) during 120h. The average fluorescence intensity is calculated
from two different locations in the same culture well per condition. (B) Microscopy picture of
monocyte-derived DC 30h after exposition to MVgfp. (C-D) Monocyte-derived DC and M88
melanoma cell line were exposed to MV or MVny (MOI=1). (C) After 48h, cells were collected
and CTAG1B expression was measured by RT-gPCR and normalized to the expression of the

housekeeping gene RPLPO. (D) After 48h, NY-ESO-1 and Actin were detected by western blot.

Figure 6: MVny induces the lysis of human monocyte-derived DC. Human monocyte-derived

DC, the M88 melanoma cell line and N5.14 CD8+ T cell clones were exposed to MV (MOI=1).
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(A-B) After 48h, 72h, 96h and 120h, cell death was measured by annexin V and propidium
iodide (PI) staining and flow cytometry. (B) Results (means + SD) of four independent
experiments are shown. Percentages of dead cells are the sums of Annexin V+/PI-, Annexin

V+/P1+ and Annexin V-/PI+ cells and was retracted from 100 to obtain % viability.

Figure 7: MVny induces the maturation of human monocyte-derived DC. Monocyte-derived

DC were cultured alone or with LPS, MV or MVny (MOI=1) for 48h. (A) Surface expression
of CD80, CD83 and CD86 was measured by flow cytometry. (B) Results (means + SD) of the
relative mean of fluorescence intensity (RMFI) from four independent experiments. RMFI is
obtained by the ratio of the mean fluorescence of cells stained by the specific mAb by the mean
fluorescence of cells stained with the isotype control.

Figure 8: MVny induces the recognition of HLA-A*0201+ and HLA-DPb1*0401+ DC by NY-

ESO-1-specific CD8+ and CD4+ T cell clones. (A) HLA-DPb1*0401+ monocytes-derived DC

were cultured alone (NI) or with MV or MVny (MOI=1) during 48h. Cells were collected and
a part of DC were pulsed with the NY-ESO-1 (157-170) for one hour and washed. Cells were
co-cultured with the CD4+ T cell clone NY67 for 5h in presence of brefeldin A, then fixed and
stained for CD4 and intracellular IFN-y. Fluorescence was analyzed by flow cytometry. (B)
HLA-A*0201+ monocytes-derived DC were cultured alone (NI) or with MV or MVny
(MOI=1) during 48h. Cells were collected and a part of DC were pulsed with the NY-ESO-1
(157-165) for one hour and washed. Cells were co-cultured with the CD8+ T cell clone
M17.167 for 5h in presence of brefeldin A, then fixed and stained for CD8 and intracellular

IFN-y. Fluorescence was analyzed by flow cytometry. (C) Results (means + SD) of the

percentage of CD4+/IFN-y+ or CD8+/IFN-y+ cells of four independent experiments are shown.
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Le MPM est un cancer particulierement agressif pour lequel la médiane de
survie est estimée a environ 1 an. Son mode de développement atypique explique en
partie le diagnostic tardif de la pathologie. En effet, la moyenne d’apparition des
premiers symptémes est de 40 ans aprés I'exposition a 'amiante, sa principale
étiologie. Méme si un grand nombre de pays ont aujourd’hui interdit I'utilisation de
'amiante, son utilisation est encore courante dans d’autres, comme la Chine, la
Russie, I'Inde, le Canada ou encore les Etats-Unis. Face a cette pathologie, un trés
faible nombre de patients est éligible a la chirurgie. Celle-ci est particulierement
traumatisante et surtout sans bénéfice clinique avéré. La majorité des patients
recoivent un traitement chimiothérapeutique conventionné alliant le cisplatine et le
pémétrexed. Malheureusement cette combinaison médicamenteuse ne permet de
prolonger la médiane de survie des patients que de quelques mois®’. Il est donc
nécessaire de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin d’allonger la durée

de vie en bonne santé des patients atteints de MPM.

Dans ce but, notre équipe étudie la virothérapie oncolytique. Cette approche
thérapeutique consiste en [Iutilisation de virus réplicatifs qui vont infecter
spécifiquement les cellules tumorales et induire une forme de mort cellulaire trés
immunogéne stimulant la réponse immunitaire antitumorale. L'immunothérapie
oncolytigue connait actuellement ses premiers succés avec la mise sur le marché en
2015 d’un premier OV, I'imlygic™, pour le traitement du mélanome et I'évaluation en
essai clinigue de phase lll de plusieurs autres. Notre équipe étudie plusieurs OVs
différents, notamment la souche vaccinale atténué Schwarz du virus de la rougeole
(MV) en collaboration avec le Dr Frédéric Tangy de I'Institut Pasteur qui produit ce
virus. Nous étudions aussi le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), qui permet de
tester cette approche dans des modeles animaux, le virus de la vaccine délété pour
les genes de la thymidine kinase (TK) et de la ribonucléotide réductase (RR) (VV TK-
RR-) ainsi que le Myxomavirus (Myxo). Nous étudions particulierement les
mécanismes de sensibilité des cellules tumorales aux OVs et leurs effets sur la

réponse immunitaire antitumorale.

Lors de ma thése, jai tout d’abord eu l'opportunité d’étudier les capacités
oncolytiques du MV dans un modele de lignées tumorales de MPM sous forme de
sphéroides récemment développé par I'équipe. J’ai tout pu montrer que les sphéroides

de MPM sont peu permissifs a la réplication du MV de facon indépendante de la
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réponse IFN I. Grace a une analyse transcriptomique comparative 2D et 3D, jai
ensuite pu caractériser les voies de signalisation dérégulées dans les sphéroides et
ainsi identifier la nature de la résistance au MV. J'ai montré que les sphéroides de
MPM présentent une matrice extracellulaire typique d’'une fibrose associée a un
environnement inflammatoire. Ces conditions environnementales, qui peuvent avoir un
impact direct sur la propagation et la réplication des OVs, provoquent également la
baisse des capacités de prolifération cellulaire. La mise en dormance des cellules de
MPM cultivées en sphéroides induit une résistance a la réplication du MV. En effet, jai
pu montrer que la réactivation du cycle cellulaire par 'EGF est corrélée a la

restauration des capacités oncolytiques du MV dans les sphéroides.

Dans un deuxiéme temps, jai eu l'occasion, en compagnie de Mohamed
Idjellidaine, d’étudier les capacités du MVny a induire la mise en place d’une réponse
immunitaire antitumorale spécifique. Nous avons caracterisé les interactions du virus
avec les cellules tumorales mais aussi les DCs, principales cellules présentatrices
d'antigéne essentielles a l'induction d’'une réponse T antitumorale. Nous avons montré
gue le MVny se réplique dans les cellules tumorales et peu dans les DC, provoquant
une mort cellulaire importante. Nous avons également mis en évidence une expression
de NY-ESO-1 dans ces cellules infectées. Nous avons ensuite observé que le MVny
induit I'activation des DC avec une augmentation du marqueur de maturation CD83 et
des molécules de costimulation CD80 et CD86. Enfin, en utilisant des clones de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ humains spécifiques de NY-ESO-1, nous avons montré
gue les cellules tumorales et les DCs infectées par le MV-NY-ESO-1 présentent

fortement cet antigéne par les molécules HLA de classe | et Il.
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La prolifération réduite des lignées cellulaires de
mesothéliome cultivées en sphéroides diminue la

réplication du virus oncolytique atténué de la rougeole

A. Pertinence du modele de culture

Les sphéroides sont des agrégats tridimensionnels de cellules qui se forment
spontanément dans un contexte de culture favorisant les contacts cellulaires. Les
sphéroides et les cultures en 3 dimensions présentent des caractéristiques
particulierement intéressantes pour I'étude des tumeurs. En effet, pouvant étre
associées ou non a des cellules caractéristiques du microenvironnement tumoral, ces
structures présentent des interactions physiologiquement plus pertinentes qu’un
simple modéle de culture en 2 dimensions. Cela se traduit par des profils d'expression
de génes et de voies de signalisation, une hétérogénéité et une complexité structurelle

reflétant bien mieux les tumeurs in vivo, notamment dans le cas du MPM435,

Ainsi, les sphéroides sont de plus en plus utilisés pour I'étude des mécanismes
de progression tumorale, des phénomenes de résistance aux traitements et pour
identifier de nouvelles cibles thérapeutiqgues. Néanmoins, les caractéristiques de ces
modeles peuvent varier considérablement en taille, en forme, en densité et en
composition cellulaire, selon les conditions de culture et les lignées utilisées. Ces
variations peuvent avoir un impact sur la réponse aux traitements et sur la validité des
résultats. Notamment, une étude concernant la culture de lignées de MPM dans
différents modeles en 3 dimensions a pu mettre en évidence des différences
significatives dans la réponse aux chimiothérapies en fonction du mode de culture
3D*%, Par conséquent, il est impératif de caractériser au préalable le modele utilisé,
afin de pouvoir interpréter en toute conscience les résultats obtenus et les mettre de
fagcon pertinente en parallele avec la réalité biologique. L’étude de nos lignées
cultivées sous forme de sphéroides a pu montrer l'acquisition de caractéristiques
spécifigues au MPM. Notamment, de nombreuses voies ont été montrées comme
dérégulées en 3D, conférant aux cellules des sphéroides une expression génique
proche de la physiologie du MPM.
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Tout d’abord, comme dans le MPM, la taille de nos sphéroides nous a permis
de simuler un gradient d'oxygene et de nutriments. Le MPM présente en effet
d'importantes zones d'hypoxie, qui ont d’ailleurs été incriminées dans les phénoménes
de résistance aux traitements*4’448, Notamment, il a été montré que des modéles de
sphéroides de MPM présentent une meilleure adaptation face a I'hypoxie que les
modéles 2D, leur conférant une résistance a la chimiothérapie a base de pemétrexed
et d’inhibiteurs de topoisomérase34?. Dans notre modéle, nous n’avons pas observé
d'augmentation de l'expression des genes caractéristiques de la voie HIF-1 de
I'hnypoxie. Cependant, la présence des gradients de nutriments et d’'oxygene induit la
formation d'un noyau nécrotique au centre de nos sphéroides comme en témoignent
la dérégulation des voies de signalisation de p53 et de la nécroptose. Le phénomeéne
de nécrose est particulierement bien décrit dans le MPM et est d’ailleurs considéré
comme prédictif du temps de survie des patients#4°4%0, Nous envisageons de mettre
concretement en évidence la mise en place de ce centre nécrotique au sein de nos

sphéroides grace a I'imagerie confocale des caspases activées.

Nous supposons que la présence de ces cellules nécrosées induit
I'établissement d’une forte inflammation dans le microenvironnement de nos
sphéroides. Celle-ci se traduit dans notre étude transcriptomique a travers la
dérégulation des voies TNF-a, NF-kB et IL-17, avec notamment la surexpression du
trio de cytokines pro-inflammatoires IL-13, IL-6 et TNF-a. En effet, les cellules cultivées
en 3D expriment davantage de génes ayant des fonctions pro-inflammatoires et anti-
apoptotiques tels que BCL2A1, IL1B, IL1R1, IL6, IL17RB, PTGS2, TNFRS1B, IKBK2
et IKBKG. De nombreux genes codant pour des chimiokines, notamment responsables
du recrutement de cellules immunitaires, sont également trouvés surexprimes, tels que
CCL11, CCL7, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL6, CXCL8 et CXCL10.
Ainsi, le microenvironnement inflammatoire des sphéroides imite particulierement celui
du MPM, qui est un cancer principalement induit par l'inflammation causée par la
présence de fibres d'amiante?®. En effet, il a été montré que la mort cellulaire induite
par l'amiante est une forme régulée de nécrose inductrice de cancérogenéese.
L’exposition des cellules induit I'expression de signaux inflammatoires, notamment la
translocation de la protéine HMGBL1 et d’IL-18 mature dans I'espace extracellulaire.
Ces facteurs recrutent les cellules immunitaires, dont les macrophages, les incitant a

sécréter d’autres cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF-a. Le
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déclenchement de cette réponse inflammatoire chronique protege les cellules de la
mort cellulaire induite par l'amiante et est a [lorigine de la transformation

cancéreusel6:451.452

Ensuite, les gradients d’oxygene et de nutriments, la nécrose des cellules et
I'environnement inflammatoire induisent la formation d'une matrice extracellulaire de
type fibrotiqgue au sein de nos sphéroides. En effet, il a été démontré que le manque
d'oxygene et I'échauffement du microenvironnement conduisent directement a la
production de protéines matricielles caractéristiques du tissu cicatriciel*3-45, Les
principaux composants de la matrice extracellulaire fibrotique observés dans les
sphéroides sont par ailleurs particulierement spécifiques de ceux trouvés dans le
MPM. Nous avons en effet observé une augmentation de I'expression des genes
codant pour les protéines composant la matrice extracellulaire telles que COL1A1,
COL4A2, COL6A1 et COL6A2, mais aussi TNC et FN1. Nous avons confirmé la
présence de ces protéines dans nos sphéroides grace a la microscopie confocale.
Ainsi, I'analyse SHG (Second harmonic generation) par microscopie confocale
biphotonique met en évidence la présence de fibres de collagéne denses au cceur du
sphéroide. Le mésothélium normal de la plévre est une unique couche de cellules
mésothéliales reposant sur une membrane basale continue. Les collagénes, et en
particulier les collagenes de type I, Il et IV, ont été décrits comme les constituants
majeurs du tissu conjonctif pleural normal. Dans les tissus du MPM le collagéne de
type | reste prépondérant. Méme si on constate une augmentation de la production de
collagene de type IV par les cellules tumorales, il semblerait en effet que la majorité
des constituants de la matrice soient conservés dans des proportions similaires au

tissu normal, mais dans un état déstructuré, au service de I'expansion tumorale%®,

J'ai ensuite montré que la FN1 forme un réseau dense et homogene dans
'ensemble du sphéroide tandis que la TNC est présente en fibres laches,
essentiellement en périphérie et dans les couches intérmédiaires. Cette organisation
se rapproche fortement de celle retrouvée dans les tumeurs mésothéliales. Tout
d’abord, la FN1 et la TNC sont considérées comme des marqueurs histologiques du
MPM4*57_ Ainsi, les cellules mésothéliales malignes ont la capacité de rassembler la
fibronectine en réseaux fibrillaires relativement homogénes de matrice organisée,
situés principalement entre les cellules®’. De méme, une analyse

immunohistochimique de 37 échantillons de MPM a pu révéler que la ténascine-C était
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exprimée dans le stroma de tous les sous-types histologigues de MPM et

principalement au niveau de la frontiere invasive°8.

De plus, notre analyse transcriptomiqgue met en évidence I'expression de genes
codant pour des protéines de liaison et de communication entre la cellule et la matrice.
Parmi eux sont retrouvés CD44 et CD47 ou différentes intégrines comme ITGAL,
ITGA2 et ITGB8. La littérature nous indique que les constituants secondaires de la
matrice du MPM sont également généralement conservés dans des proportions
similaires a celles du tissu sain. C’est essentiellement la désorganisation du tissu
mésothélial qui caractérise 'ECM du MPM avec principalement I'expansion
anarchique de la membrane basale*®®. Se rapprochant de la réalité tumorale, notre
analyse indique une surexpression de nombreux genes codant pour des protéines de
la lame basale comme LAMB3 et LAMC2.

Enfin, l'analyse transcriptomique des sphéroides de MPM a révélé une
diminution générale de I'expression des genes codant pour les protéines de la division
cellulaire telles que les cyclines et les kinases dépendantes des cyclines dans trois
des quatre lignées analysées. Nous avons confirmé un ralentissement significatif de
la prolifération cellulaire pour au moins 5 des lignées étudiées grace a I'analyse des
différentes phases du cycle cellulaire en 2D et en 3D. Les cellules en prolifération sont
principalement localisées dans la couche externe de la culture 3D, comme le montre

I'expression de la protéine de prolifération Ki67.

Par ailleurs, nous avons observé une dérégulation a la baisse de I'expression
de plusieurs voies métaboliques, telles que le métabolisme du pyruvate et des acides
aminés, lorsque les lignées cellulaires de MPM sont cultivées en sphéroides. Nous
prévoyons de confirmer ces modifications métaboliques par des marquages de
activité mitochondriale et de la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH), une enzyme témoignant de lactivité glycolytique des cellules. Dans
'ensemble, nos résultats suggerent I'établissement d'une dormance cellulaire dans les
couches intermédiaires des sphéroides. Cet état, principalement défini par un arrét du
cycle cellulaire, est induit par des conditions que nous retrouvons dans nos
sphéroides. En effet, lorsque les conditions de stress environnementaux ou
thérapeutiques deviennent trop intenses, les cellules tumorales ont la capacité de
modifier leur état métabolique pour se mettre en dormance. Les cellules cancéreuses
dormantes proliféerent moins vite ou pas du tout, présentant des propriétés de cellules
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souches et/ou de sénescence3#. Nous retrouvons par ailleurs une dérégulation dans
I'expression des génes de la voie de la senescence dans nos sphéroides. La présence
de cellules en dormance a été attestée dans de nombreux cancers?924%9, En particulier,
différentes études ont montré que I'hypoxie au sein de sphéroides de MPM est
responsable de la mise en dormance des cellules tumorales et associée a une
résistance a la chimiothérapie3*:342, Les cellules dormantes ont par ailleurs été
indiquées comme potentiellement responsables de la repopulation tumorale apres

chimioradiation dans des modéles de MPM murin469,

B. Les sphéroides de MPM sont peu permissifs a la réplication

du MV de facon indépendante de la réponse IFN de type |

Les modeéles cellulaires 3D sont également utilisés pour étudier les interactions
entre les virus et leurs hotes*6t, De la méme fagon que pour I'étude des tumeurs, ces
modeles permettent de recréer I'environnement cellulaire complexe dans lequel se
produisent ces interactions. lls offrent ainsi une alternative plus réaliste aux cultures
cellulaires en deux dimensions. Les modéles de culture cellulaire en 3 dimensions sont
ainsi de plus en plus utilisés pour étudier les mécanismes d'infection, de propagation,
la réponse immunitaire et la pathogenese virale, mais également les capacités
oncolytiques des virus*®2, En effet, plus d’'une centaine de virus oncolytiques ont fait
I'objet d’essais cliniques suite aux résultats prometteurs obtenus in vitro dans des
modeles précliniques classiques. Néanmoins dans la plupart des cas leur efficacité a
été modeste et trés peu ont été approuvés pour une utilisation clinique*®3. Cela
suggere que certains facteurs clefs déterminant la réussite ou I'échec des traitements

ne peuvent étre étudiés que dans des modéles in vitro plus complexes et humains.

Dans ce contexte, j'ai étudié les différences de capacités oncolytiques du MV
entre un modéle de culture classique de lignées cellulaires humaines de MPM et notre
modele de sphéroides. L’équipe avait précédemment mis en évidence dans un modéle
de culture classique que la majorité des lignées cellulaires tumorales de MPM utilisées
dans nos études sont sensibles a l'activité oncolytique du MV parce qu'elles présentent
des défauts de la voie antivirale IFN de type I|. Le principal défaut retrouvé est la

délétion homozygote des genes codant pour les IFN |22:276:442,
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Tout d’abord, mes travaux de thése ont montré que les mémes lignées
cellulaires cultivées sous forme de sphéroides sont peu permissives a la réplication du
MV. En effet, jai pu mettre en évidence une absence de réplication virale dans la
majorité des lignées testées (6/8) et une baisse significative des capacités réplicatives
pour une des deux lignées restant sensibles. De plus, la réplication virale dans les
deux lignées sensibles en 3D reste en surface des sphéroides. En effet, le MV ne
semble pas pénétrer dans les couches intermédiaires et profondes des sphéroides.

Ensuite, jai montré que cette résistance n’est pas due a la réponse IFN I.
Effectivement, la réplication virale n’a pas pu étre améliorée par l'utilisation d’un
inhibiteur de la signalisation du récepteur aux IFN 1, le ruxolitinib. Par ailleurs, des
lignées ne possédant plus les génes codant pour les IFN de type | sont également

résistantes en 3D.

Enfin, 'analyse de I'étude transcriptomique montre une absence de génes
différentiellement exprimés lors de l'infection de nos sphéroides de MPM pour les deux
lignées totalement résistantes. Ceci confirme tout d’abord la résistance des lignées de
MPM au MV en 3D. Cela suggere ensuite que des facteurs de restriction viraux ne
sont pas activés par l'infection mais sont présents avant celle-ci. Cette hypothese est
renforcée par la démonstration de ['acquisition progressive des capacités de
résistance au MV observée en microscopie. Dans I'ensemble, ces résultats montrent
gue nos lignées cellulaires cultivées sous forme de sphéroides subissent une
transformation phénotypique leur conférant une résistance intrinseque au MV
oncolytique indépendante de la réponse IFN de type I. De plus, jai vérifié que des
genes décrits comme nécessaires a la réplication du MV étaient bien exprimés en
3D*%4, En effet, DE Anderson et al ont identifié par la technique CrisprCAS9 une liste
de genes indispensables a la réplication du MV. Ces génes sont exprimeés de facon

identique dans les 4 lignées de MPM qu’elles soient cultivées en 2D ou 3D.

Les difficultés d’infection, de réplication et de propagation des virus oncolytiques
indépendantes de la réponse antivirale ont été montrées dans de nombreuses études
sur les modeles 3D et les tumeurs. Notamment, une étude mathématique modélisant
la diffusion d’'un virus réplicatif dans une tumeur en fonction du point d’infection
suggere un “optimisme prudent” vis a vis de cette thérapie*®®. Cette étude, comme
d’autres?*®®, recommande l'injection de doses massives et en plusieurs sites pour avoir
une efficacité de diffusion. Ces prédictions sont confortées par plusieurs études
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cliniques et précliniques qui ont effectivement montré que la dissémination virale est
souvent limitée au strict site d’injection*6’-469, D’autres études mettent néanmoins en
évidence des résultats contradictoires concernant les capacités oncolytiques des virus
dans les modeles en 3 dimensions. Ainsi, certains virus comme le HSV-1, les
adénovirus ou le cytomégalovirus, montrent une capacité de réplication accrue dans
certains modeles de sphéroides*’®. Dans le méme esprit de contradiction, un virus
Sindbis a montré une pénétration et une oncolyse totales dans des sphéroides alors
gue dans le méme modele un réovirus a montré une activité oncolytique uniguement
en surface***. De méme, un Myxomavirus et un VV oncolytiques démontrent des
capacités d’infection, de réplication et de lyse tumorale trés inférieures en 3D. Mais
dans la méme étude, un virus de Maraba conserve a linverse des capacités

oncolytigues prometteuses en sphéroides3#4.

Face aux résultats contradictoires de la littérature, jai testé dans des
expériences non présentées dans ce manuscrit les capacités d’autres virus
oncolytigues. Le VSV, le VV TK- RR- et le Myxomavirus sont des virus plus ou moins
sensibles a la réponse IFN | et dont les modes de propagation difféerent. Aucun de ces
virus n’a réussi a se répliquer dans les cultures en 3D de nos lignées de MPM, méme
en présence de ruxolitinib, alors que les cellules cultivées en 2D sont sensibles. J'ai
en revanche pu montrer que des lignées tumorales issues d’adénocarcinomes
pulmonaires cultivées selon la méme méthode ne présentent pas de résistance accrue
au MV en 3D. Ces éléments mettent en lumiére que ce n’est pas la structure physique
générale des sphéroides qui génére la mise en place de la résistance mais bien les
particularités de chaque cancer et d’association entre les caractéristiques d’un OV et

celles des cellules tumorales.

C. Ladormance des cellules tumorales en sphéroides limite les

capacités oncolytiques du MV

1. La dormance

Nous avons montré que la culture de nos lignées de MPM en sphéroides induit
la mise en dormance des cellules tumorales. Ce phénomene, couramment montré
dans les modéles 3D, est associé a la résistance aux virus oncolytiques*’%472, En

modulant la prolifération et l'activité des cellules, nous influencons fortement la
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capacité de réplication du MV dans les sphéroides et dans les cultures en
monocouche. Notamment, la levée de la dormance des cellules de Mesol3 en
sphéroide par ajout ’EGF dans le milieu de culture permet de restaurer une bonne
réplication virale, avec une pénétration de I'infection dans les couches intermédiaires
des structures 3D. En effet, la dormance des cellules tumorales implique un état
métabolique et des voies de signalisation qui sont particulierement défavorables a la

réplication virale2%?,

Le ralentissement de la prolifération en dormance est associé a une
reprogrammation métabolique incompatible avec la réplication virale3*43, En effet, la
plupart des virus et des OVs ont une grande dépendance vis-a-vis des voies
métaboliques de la cellule. Notamment, il a été démontré que certaines enzymes de
la glycolyse sont directement impliquées dans les étapes de réplication des
paramyxovirus3?!, De la méme fagon, la présence de certains acides aminés,
notamment l'arginine, l'isoleucine et la réonine, est essentielle pour une réplication
correcte du MV3?2, L’analyse transcriptomique de nos sphéroides a révélé une
régulation a la baisse des genes impliqués dans les voies de la glycolyse et de la
production d'acides aminés. Le bouleversement des activités métaboliques cellulaires
induit par la mise en dormance des cellules tumorales pourrait donc étre a I'origine de

la diminution de la réplication virale dans les sphéroides.

La dormance impligue également la mise en place d’autres processus
cellulaires impactant la réplication virale. Notamment, I'autophagie, qui contribue a la
survie des cellules tumorales dormantes3*®, est également considérée comme un
mécanisme de défense innée contre les infections virales34"474. Néanmoins pour
certains virus, notamment le MV, le réle de I'autophagie est controversé3®2. Dans le
cas du MPM, plusieurs études ont montré que l'autophagie est souvent activée dans
les cellules tumorales en réponse au stress métabolique3>3. Notamment, le traitement
par cisplatine du MPM induit une augmentation de l'expression de la sous-unité
régulatrice 15A de la protéine phosphatase 1 (GADD34 : protein phosphatase 1
regulatory subunit 15A) qui potentialise I'action oncolytique d’'un HSV-14’5. Cette
protéine joue un role clef dans les processus d’autophagie*®.

Dans notre modele de sphéroides, les résultats des analyses transcriptomiques

ne révelent pas de changement significatif de la voie de l'autophagie. Cependant il

s'agit d'une voie principalement régulée par des mécanismes post-traductionnels. Par
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ailleurs, certains génes de cette voie sont tout de méme significativement dérégulés
(GABARAP, GABARAPL2, ATG4A), et on observe une augmentation de I'expression
des génes impliqués dans l'activité lysosomale. Il est donc possible que l'autophagie
induite par la dormance des cellules tumorales cultivées en sphéroides impacte la
réplication du MV. L'utilisation d’inhibiteurs tels que le 3-Methyladenine (3-MA) ou la
chloroquine, associés a des marquages de la protéine associée aux microtubules
1A/1B chaine légere 3B (LC3b : microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B)
et de la protéine p62, pourrait nous permettre d’élucider le réle de ce processus notre

le modéle.

2. Influence de 'EGF sur la réplication virale

La fixation d'un ligand sur 'EGFR entraine l'activation d’'un ensemble
remarquable et complexe de voies de transduction. L'un des réles clef de la
signalisation de 'EGFR est l'induction de la production de la cycline D1, formant un
complexe avec CDK4/6 initiant la progression du cycle cellulaire?®®. J'ai pu montrer
que l'ajout dEGF dans le milieu de culture des sphéroides de la lignée de MPM
Mesol3 permet de restaurer une bonne réplication virale, avec une pénétration de
l'infection dans les couches intermédiaires des structures 3D. Cette restauration est
corrélée avec la reprise du cycle cellulaire et une augmentation de la prolifération. De
ce fait, nous supposons que c’est a travers un mécanisme de levée de dormance que
'EGF parvient a rétablir la sensibilité des cellules au MV. Le séquengage de
sphéroides de Meso13 traités a 'EGF pourrait nous permettre de confirmer cette

hypothése.

En effet, 'TEGF est un facteur pléiotropique. La signalisation EGFR peut donc
potentialiser une infection virale de nombreuses fagons. Certains virus ont par ailleurs
évolué pour exploiter cette signalisation. Par exemple 'EGFR peut servir de co-
récepteur d’entrée au cytomégalovirus humain (HCMV) et au virus associé aux

adénovirus de sérotype 6 (AAV6 : adeno associated virus 6)312,

Ensuite, certains virus comme le HSV-1 et 'EBV exploitent la signalisation
EGFR pour son réle dans le remodelage du cytosquelette, facilitant leur pénétration
dans les cellules hétes par perturbation du réseau d’actine sous-membranaire
(cortex)*’’. L'usurpation de la signalisation de I'EGFR permet également a d’autres

virus de contrer les réponses antivirales de I'h6te. Par exemple, I'activation de la
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signalisation EGFR par le virus de la grippe A (IAV : influenza A virus) et rhinovirus
(RV) réduit la production d'IFN de type Il en supprimant le facteur IRF-1, améliorant

le titre viral478479,

Enfin, la translocation mitochondriale de I'EGFR, régulant la dynamique
mitochondriale, peut jouer un réle métabolique favorable a la réplication virale3%. Cela
pourrait aussi expliquer I'amélioration de la réplication virale dans notre modele.
Notons également que l'activité des mitochondries est étroitement liée aux défenses
antivirales. L'activation des PRRs lors d’une infection induit des modifications de la
dynamique mitochondriale permettant la mise en place des défenses antivirales*,
Notamment, le stress métabolique ou les infections virales induisent des phénomenes
d'hyperfusions mitochondriales. Ces hyperfusions provoquent la libération de 'ADN
mitochondrial dans le cytosol ce qui induit I'activation de voies antivirales par la voie
CGAS/STING337:48L,

D. Autres facteurs de restriction aux OVs dans les sphéroides
de MPM

1. Les récepteurs viraux

Afin de caractériser la nature des facteurs de résistance au MV des sphéroides
de MPM, je me suis intéressée a I'expression des récepteurs du MV sur les cellules.
En effet, lI'entrée des particules virales du MV dans les cellules tumorales est
dépendante des récepteurs membranaires CD46, CD150 et Nectine-4 dont expression
peut varier en fonction des conditions de culture!®>-107, La baisse d’expression de
récepteurs viraux a précédemment été décrite dans des sphéroides de cancer de
I'ovaire ou elle était responsable de la diminution de l'activité oncolytique du virus de
Maraba et du VSV3*. Dans notre modéle, j'ai tout d’abord confirmé que nos lignées
de MPM n’expriment que le CD46 et pas le CD150 et la nectine 4 en 2D et en 3D?76.

Ensuite, j'ai montré que la diminution de I'expression du CD46 n’explique pas
entierement la diminution de réplication du MV dans les sphéroides. En effet, il a été
montré que l'infection était proportionnelle a la densité de récepteurs a la surface des
cellules mais qu'une faible densité était suffisante pour permettre une infection par le
virust®4276_ De plus, le niveau d'expression obtenu en 3D pour certaines lignées

cellulaires résistantes était similaire au niveau d'expression d'autres lignées cellulaires
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sensibles en 2D. Enfin, le CD46 est uniformément exprimé dans les couches

sphéroides, n'expliquant pas l'incapacité du MV a se répliquer en profondeur.
2. La matrice extracellulaire

La présence d’une matrice extracellulaire dense pourrait géner la pénétration
des particules virales au sein des sphéroides. En effet, de nombreuses études
précliniques ont démontré que les perturbations structurelles des matrices
extracellulaires tumorales peuvent constituer de véritables barrieres physiques a la
diffusion des OVs“*®2. Par exemple, le sulfate d'héparine et le collagéne de la matrice
extracellulaire limitent la propagation du NDV dans des cultures d'explants de
mélanome®%, |l est important de noter que I'étude de I'impact des protéines matricielles
dans un modele de sphéroide est délicate car l'utilisation d’inhibiteurs ou d’enzymes
permettant la dégradation de ces protéines bouleverse profondément la structure des
modeéles 3D. Lors de ma thése, j'ai pu montrer que la matrice extracellulaire des
sphéroides ne semble pas étre le principal facteur responsable de la baisse de

capacités oncolytiqgues du MV.

Tout d’abord, I'analyse SHG met en évidence la présence de fibres de collagene
denses au cceur des sphéroides. Nous supposons que leur présence peut entraver la
pénétration des particules virales dans les couches profondes. Cependant, cela
n'expliqgue pas lI'absence de réplication virale dans les couches intermédiaires de la

structure, dépourvues de collagéne.

Ensuite, le virus de la rougeole se propageant essentiellement par contact
cellulaire®¥’, le réseau dense de FN1 mis en évidence par microscopie confocale
pourrait bloquer I'établissement de synapses infectieuses. Cependant, il a été montré
gue les particules virales de MV sont capables de se fixer a la fibronectine*®. Dans
notre modeéle, dépourvu de microenvironnement cellulaire, il apparait que la liaison de
la fibronectine aux cellules via les intégrines membranaires peut faciliter I'interaction
cellule-particule. En effet, il a été montré que les particules retenues par les fibres
peuvent « glisser » le long de celles-ci jusqu'aux cellules, facilitant l'infection de
différents types de virus®®+46, Par ailleurs, le réseau de fibronectine est
particulierement homogene dans nos sphéroides, n’expliquant pas le différentiel de

réplication entre les différentes couches cellulaires.
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Enfin, la localisation périphérique et médiane des fibres laches de TNC pourrait
suggeérer que leur présence facilite plutot l'infection. En effet, cette protéine matricielle
est récemment apparue comme un biomarqueur de la gravité de différentes
pathologies virales, comme celles induites par le virus de la grippe, le SARS-CoV-2 et
le HIV-1487,

3. Les voies inflammatoires

Les résultats de I'analyse transcriptomique des sphéroides ont mis en évidence
I'activation de voies inflammatoires telles que celles du TNF-a, NF-kB et IL-17. Ces
voies sont fréquemment activées lors d'une infection et pourraient placer le tissu
tumoral dans un état antiviral basal*®®. Néanmoins, nous estimons qu’il est peu
probable que ces voies soient impliquées directement dans la résistance au MV dans
le contexte de nos sphéroides. En effet, les actions antivirales des protéines
inflammatoires retrouvées sont essentiellement secondaires. Les voies inflammatoires
régulées a la hausse agissent principalement par stimulation des populations
immunitaires ou en activant la réponse antivirale IFN de type 148, Nous n'avons pas
observé d'induction de I'expression des genes codant pour les IFN de type | tels que
IFNB1 ou IFNA2 dans les lignées cellulaires Meso4 et Meso34 cultivées en 3D bien
gu’elles possédent encore les deux copies de ces genes. Nous n’avons pas non plus
constaté l'augmentation de [I'expression des génes codant pour des ISGs.
L’inflammation présente dans les sphéroides ne parait donc pas pré-activer les
défenses antivirales des cellules tumorales. Nous prévoyons de confirmer cette
hypothése par inhibition des voies de I'inflammasome et NF-kB par la molécule Bay11-
7082, ou de la voie antivirale cGAS/STING par la molécule H-151.

E. Perspectives

1. Le modéle de culture

Dans un premier temps mes travaux de thése ont montré que la culture en
sphéroides est un modéle approprié pour I'étude du comportement des cellules de
MPM in vitro. En effet, nos cellules ainsi cultivées présentent des caractéristiques
particulierement pertinentes vis a vis de la réalité biologique de ce cancer, notamment

la mise en place d’'un microenvironnement inflammatoire générant des interactions
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matricielles proches de celles décrites dans les tumeurs in vivo. Ces résultats montrent
dans I'ensemble que nos sphéroides de MPM peuvent étre utilisés pour étudier les
mécanismes de résistance aux traitements et pour développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

La fidélité de ce modele au MPM, validée par mes travaux de thése, permet par
ailleurs leur utilisation pour des études plus approfondies sur les OVs. Jai eu
'occasion de complexifier ce modéle par ajout de cellules caractéristiques du
microenvironnement du MPM, comme les macrophages. Des résultats préliminaires
montrant le rdle inhibiteur de leur production IFN de type | sur la réplication du MV ont
permis d’initier une nouvelle étude. Ces travaux, en cours de réalisation, permettront
de caractériser d’avantage la mise en place de la résistance au MV induite par les
macrophages, ainsi que lI'impact du MV sur le phénotype de ces cellules (Chatelain C

et al, en préparation).

Dans un second temps, les phénoménes de dormance mis en évidence,
responsables notamment de la résistance au MV oncolytique, doivent étre pris en
compte. En effet, ces mécanismes de survie ont couramment été décrits dans ce
mode de culture cellulaire, qui n’est donc pas toujours adapté pour des études de
longue durée?®??. La remise en culture des sphéroides dans une matrice ou dans un
systeme de flux, que nous développons dans notre laboratoire, pourrait permettre de
prolonger l'utilisation des cellules avant I'apparition d’'une nécrose ou d’'une dormance

tumorale.

Néanmoins, la présence de cellules en dormance ou de cellules a phénotypes
souches se divisant peu a été attestée dans de nombreux cancers, dont le MPM292:459,
Dans ce contexte, notre modéle de culture permet d’étudier leur responsabilité dans
la résistance aux traitements anticancéreux et les phénomeénes de rechutes?*60.
D’autres études que la nétre utilisent déja les modéles 3D avec des cellules en

dormance pour étudier la résistance aux OVs*%°.
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2. Implications thérapeutiques de la dormance tumorale pour les OVs

Afin d'induire la sortie de dormance de nos lignées, nous avons utilisé différents
facteurs mitogénes tels que le facteur de croissance transformant béta 3 (TGF(3 :
transforming growth factor 3) ou le FGF2. Mais seul 'EGF a été capable de faire
repartir la prolifération cellulaire. En effet, TEGFR est surexprimé dans plus de 50%
des cas de MPM%*1, L’autophosphorylation de ce récepteur induit une activation
constitutive de la voie entrainant une forte croissance cellulaire?®:2°, Néanmoins, nous
avons été étonnés de constater que seules les deux lignées demeurées sensibles au
MV (Meso13 et Meso34) sont capables de répondre a 'EGF. |l serait donc intéressant
de vérifier si les lignées présentent des mutations de la voie EGFR ou une
surexpression de ce récepteur. Dans ce contexte, la surexpression et l'activation
constitutive de 'EGFR pourrait constituer un marqueur prédictif de réponse au MV
oncolytique. D’ailleurs, certaines études en cours cherchent a sensibiliser les cellules
tumorales aux OVs grace a des composés tels que l'orthovanadate de sodium
(vanadate) qui ont pour effet de déclencher la signalisation EGFR#%2. Cette étude met
en évidence I'importance des associations thérapeutiques. lls montrent notamment
gue le blocage pharmacologigue de 'EGFR, une thérapie actuellement évaluée dans

de MPM#%1, peut contrecarrer les bénéfices de la thérapie combinée vanadium/OVs.

Les résistances des cellules dormantes ou a phénotype souche aux OVs posent
également la question des modes d’administration. Le bénéfice clinique de
'administration par voie intratumorale (IT) des virus oncolytigues a largement été
démontré, notamment grace a I'essai clinique de phase lll évaluant le T-VEC pour le
traitement du mélanome*®3. Cette voie est largement utilisée car elle présente de
nombreux avantages. Tout d’abord, elle permet de contourner directement les
obstacles auxquels les OV pourraient faire face, notamment la pré-immunisation. Elle
permet ensuite une concentration et un contréle optimaux de la dose de virus arrivant
a la tumeur?®4. Néanmoins, les modalités de l'injection en IT influencent fortement la
capacité du virus a correctement se répliquer au sein d’'une tumeur. De nombreuses
études mettent notamment en évidence que les multiples injections sont plus efficaces,

augmentant les chances d’obtenir une propagation virale*4°.

Notre étude montre que les cellules en dormance font de mauvaises cibles pour

la réplication du MV. Dans ce cadre, une administration par voie intraveineuse (IV)
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pourrait permettre d’atteindre essentiellement les cellules actives métaboliquement
tandis qu'une simple injection IT ne garantit pas que le virus se retrouve dans un

environnement favorable a sa réplication.

3. Implications thérapeutiques des autres facteurs de résistance

Mes travaux de thése ont également mis en évidence une augmentation de
I'expression des génes inflammatoires et la présence d’'une matrice extracellulaire de
type fibrotique lorsque nos cellules sont cultivées sous forme de sphéroides. Bien que
ces phénoménes ne semblent pas étre la cause directe de la baisse d’efficacité
oncolytique du MV dans notre modele, leur apparition dans un contexte tumoral peut
fortement impacter I'efficacité d’une thérapie par OV. En effet, I'inflammation chronique
du MPM générée par la présence de fibres d’amiante induit le recrutement de cellules
immunitaires dont les fonctions sont détournées aux profils de la croissance
tumorale®. Ces cellules ont bien souvent des activités antivirales fonctionnelles et leur
présence dans le microenvironnement pourrait donc protéger le tissu tumoral de

I'infection virale*9>.

De la méme facgon, si dans notre modéle la présence, la localisation et
I'orientation des fibres matricielles ne semblent pas étre responsables de la diminution
des capacités oncolytiques du MV, ces protéines sont également particulierement
représentées dans le MPM. Dans un veéritable contexte tumoral, comprenant un
microenvironnement cellulaire, leur présence peut avoir un véritable impact sur la
diffusion des particules virales. Par exemple, la fixation a la FN1 du MV limite I'infection
dans les tissus par activation de la cascade du complément, facilitant notamment la
phagocytose des particules virales par les cellules immunitaires*®3. Face a cette
barriére physique, I'armement d’OVs a l'aide de métallo-protéases matricielles, une
famille d'enzymes permettant la dégradation des composants de 'lECM, a largement
été testé, mais a démontré des résultats trés inégaux selon 'OV utilisé, le type de MMP

ou le type de cancer482496.497,

De plus, la production de collagéne et son assemblage sont fortement régulés
par diverses enzymes telles que les lysyl-oxydases (LOX/LOXL)*%, Il a été montré que
de nombreuses tumeurs solides dont le MPM expriment de maniére aberrante la
famille des lysyl-oxydases*®®. Ces enzymes sont notamment responsables de la

réticulation des fibres matricielles sous une forme fibrosée associée a un mauvais
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pronostic®®, |l a été montré que l'administration d'inhibiteurs de Pan-LOX ou de LOXL2
supprime l'expression des protéines matricielles COL1A et FN1, ainsi que de certaines
métalloprotéases (MMP2 et 9) et marqueurs inflammatoires (TNFa et MCP-1).
L’utilisation de ce genre d’inhibiteurs en complément des OVs pourrait potentialiser
leur pénétration et leur propagation dans les tumeurs. Toutefois, d'autres études dans
le MPM impliquent la dégradation du collagéne, de l'acide hyaluronique et des
héparanes sulfates dans la progression du cancer et les métastases®!. L'ECM
possede effectivement un réle immunitaire non négligeable. Ainsi, I'enrichissement en
acide hyaluronique de la matrice permet par exemple I'accrochage des monocytes et

des lymphocytes dans les tumeurs®%?,

Pour conclure, il est en effet important de rappeler que la cause principale de la
réussite d’un traitement par OV est la mise en place d’'une réponse immunitaire contre
la tumeur’’. Dans ce cadre, il apparait que les OVs n’ont pas forcément besoin de se
répliquer dans la totalité des cellules pour induire une réponse thérapeutique efficace.
En effet, des travaux récents suggerent qu'une infection méme limitée des métastases
ganglionnaires éloignées peut conduire a un bénéfice thérapeutique accru®°®. En
somme, méme si des recherches supplémentaires sont nécessaires pour optimiser
leur utilisation et maximiser leur efficacité, les virus oncolytiques représentent une piste

prometteuse dans le traitement du cancer.
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Le virus oncolytique atténué de la rougeole codant pour
NY-ESO-1 induit la présentation HLA | et |l de cet
antigene tumoral par le mélanome et les cellules

dendritiques.

La virothérapie oncolytique est une stratégie de ciblage du micro-environnement
induisant la mort immunogéene des cellules tumorales, pouvant initier ou renforcer la
réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, la libération de signaux de dangers viraux
et cellulaires, et d’antigénes de tumeurs lors de la lyse des cellules tumorales favorise
la présentation antigénique par les DCs et l'initiation de réponses T anti-tumorales®%,
Le Dr Frédéric Tangy a créé le virus MVny afin d’augmenter le niveau de présentation
HLA global de I'antigéne de tumeur NY-ESO-1 par les cellules tumorales et les DCs

dans le but de stimuler les lymphocytes T spécifiques.

Les travaux de Mohamed Idjellidaine ont mis en évidence que le MVny permet
I'expression de fortes quantités de NY-ESO-1 dans les cellules tumorales, provoquant
leur reconnaissance par des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques de cet
antigéne. J'ai pris la suite de cette étude lors de mon stage de master 2. Mon objectif
était de caractériser les effets du MVny sur les DCs et de déterminer si ce virus est
capable d’induire une présentation importante de NY-ESO-1 par ces cellules,

entrainant I'activation de LT CD4+ et CD8+ spécifiques de cet antigéne.

Nos résultats indiquent tout d’abord que les DCs sont rapidement infectées par le
MV non modifié comme par le MVny, provoquant la formation de syncytiums, effet
cytopathique caractéristique du virus. Sous 36h, une premiére vague d’infection par le
MV GFP provoque une fluorescence aussi intense que celle retrouvée pour la lignée
tumorale de mélanome M88. Cependant, cette fluorescence décroit ensuite
progressivement, indiquant que la réplication virale est probablement contenue, tandis
gu’elle se poursuit pour les cellules tumorales. En revanche, l'infection est associée
chez les DCs a une mortalité importante et significative, qui augmente particulierement
aprés 48h, comme pour la lignée M88. Ces résultats nous indiquent que I'infection par
le MV comme par le MVny provoque la mort des DCs malgré une non propagation de

la premiére vague d’infection virale, contenue aprés 36h, tandis que dans la lignée
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M88 linfection progresse, provoquant également une mortalité significative. Ceci
suggere que les DCs ne sont plus suffisamment nombreuses a pouvoir étre infectées
par la deuxiéme vague virale, ou bien qu'elles relarguent des facteurs pro-
apoptotiques en réponse a l'infection. Les IFN | peuvent dans certaines conditions
bloquer la propagation d’un virus en provoquant I'apoptose des cellules voisines®%:.
Nous posons donc I'hypothése selon laquelle la réponse IFN | des DCs est bien
capable de contenir la réplication du MV comme du MVny apres 36h, mais que cette
réponse provoque également I'apoptose des DCs environnantes non infectées. Cette
hypothése est appuyée par le fait que la mortalité retrouvée chez les DCs est de nature
plus apoptotique que celle retrouvée chez les M88, qui est majoritairement nécrotique.
En effet, il a été montré que le MV provoque essentiellement ce type de mort
nécrotique, qui est d’ailleurs particulierement immunogéne et participe a I'efficacité de
limmunothérapie oncolytique®!. Il est également important de noter que les DCs
matures requierent habituellement des signaux de survie provenant des interactions
avec des cellules environnantes. Il serait donc intéressant de tester également la

viabilité des DCs maturées non infectées.

Dans notre étude, nous avons utilisé des DCs obtenues in vitro a partir de
monocytes sanguins ou monocytes-derived DC (mo-DC), qui sont probablement
différentes des populations de DCs effectivement retrouvées dans les mélanomes.
Cependant, plusieurs études sur des modéles murins et humains ont montré que les
monocytes circulants sont recrutés dans les tumeurs et peuvent se différencier au
niveau du site tumoral en mo-DC inflammatoires caractérisées par I'expression du
marqueur CD1c%0559% De plus, des cellules CD14 + CDl1c +, qui pourraient étre de
type mo-DC, ont également été observées par histologie dans des lésions cutanées
de mélanome®®’. Les mo-DC que nous étudions in vitro sont les cellules disponibles
les plus proches de ces mo-DC inflammatoires retrouvées dans les tumeurs, méme si
ces derniéres présentent probablement un profil plus immunosuppressif. Récemment
I'équipe a mis en évidence la présence en quantité variable de mo-DC inflammatoires
CD1c+ dans les liquides pleuraux de patients souffrant de MPM. Il serait intéressant
de confirmer nos résultats sur ce type de Mo-DCs, qui sont un outil précieux méme
s’ils proviennent d’un autre type de tumeur. D’autres études rapportent également que
les DCs plasmacytoides (pDC) représentent, avec les cellules de Langerhans, le sous-

ensemble de DC le plus fréquent dans les ganglions lymphatiques drainant la
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tumeur®%85%°  Or I'équipe a montré que les pDC présentent une résistance
remarquable a l'infection par le MV, similaire a la résistance observée chez les
lymphocytes T dans cette étude. En effet, les pDC expriment de fagon constitutive des
ISG tels que Mxa et IRF7. De plus, elles sont capables d’effectuer une présentation
croisée de l'antigene tumoral NYESO-1 a un clone spécifique de lymphocytes T CD8
+ quand elles sont cultivées avec des cellules tumorales exprimant naturellement NY -
ESO-1 et infectées par le MV!3L, |l serait donc intéressant de tester également la

sensibilité au MVny des pDC, ainsi que des DC CD1c+ myéloides du sang.

Nous avons aussi mis en évidence que le MVny présente une toxicité
significativement plus élevée que le MV non modifié, sur les DCs comme sur la lignée
M88. La seule différence entre les deux virus étant la présence du gene codant pour
la protéine NY-ESO-1, nous pouvons tout d’abord supposer que I'expression de ce
géne est a l'origine de la toxicité plus élevée de la souche MVny. Cette hypothese est
appuyée par le fait que le MVny provoque une mortalité plus élevée chez la lignée M88
gue chez les DC a 48h, corrélée a une expression plus intense de la protéine NY-ESO-
1. Il pourrait étre intéressant de transduire des lignées avec un lentivirus exprimant
NY-ESO-1. Le lentivirus n’étant pas lytique comme le MV, on pourrait ainsi mettre en
évidence la toxicité de NY-ESO-1. D’'un autre coté, il se pourrait également que
lallongement plus important du génome par linclusion du NY-ESO1 induise la
formation d’'un plus grand nombre de génomes interférents défectueux non
encapsidés. La présence de ces génomes défectueux est corrélée a une plus grande
stimulation de la voie IFN-B mais également a une augmentation de la mortalité

cellulaire281.510

Ensuite, nous avons montré que le MVny, comme le MV, est capable d’induire la
maturation et I'activation des DCs infectées. En effet, le marqueur de maturation CD83
et les molécules de costimulation CD80 et CD86 sont significativement augmentés en
présence des deux types de virus. Nous observons d’ailleurs que le MVny induit une
plus forte maturation des DCs, probablement due a une mortalité des DCs et une
libération de signaux de dangers plus intenses et plus précoces. Le génome du MV
peut aussi étre directement détecté par les DCs. En effet, 'équipe a montré que les
hélicases cytoplasmiques RIG-1 et/ou MDA5 permettent la détection du MV dans les
DC CD1c+315%4  Cependant, l'augmentation de ces marqueurs n’indique pas

nécessairement que des DCs sont aptes a présenter un antigene a un lymphocyte
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dans un contexte activateur. Il aurait donc été intéressant de regarder d’autres
marqueurs de maturation informatifs de la capacité fonctionnelle des DCs activées,
comme la production d’IL-12, nécessaire a l'orientation de la réponse adaptative vers
un profil Thl favorable a la réponse T cytotoxique, ou encore I'expression du récepteur
CCRY7, indiquant que les DCs sont bien capables de migrer vers les ganglions.
Néanmoins, les niveaux d’activation intenses des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques
de NY-ESO-1 observés lors de co-cultures avec des DC infectées par le MVny
montrent que ces DCs sont bien capables de présenter fortement I'antigéne via les

molécules HLA de classe | et de classe Il.

En conclusion, la virothérapie oncolytique est une approche prometteuse pour le
traitement des cancers. Cependant, il est toutefois nécessaire de mieux comprendre
les interactions des virus oncolytiques, non seulement avec les cellules tumorales,
mais aussi avec leur micro-environnement. L’étude de l'activité oncolytique du MV
dans des modéles de sphéroides contenant ou non des cellules saines que jai mise
en place lors de ma thése permettra certainement de mieux comprendre et d’améliorer
le potentiel oncolytique de ce virus. Il est aussi envisageable de modifier le MV pour le
rendre plus efficace. J’ai démontré qu’'un MV modifié pour exprimer I'antigéne de
tumeur NY-ESO-1 est capable d’induire la maturation des DCs et leur capacité a
présenter directement cet antigene a des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Il serait
maintenant intéressant de déterminer si les DCs infectées par le MVny sont capables
d’activer des lymphocytes T naifs. J'ai énormément aimé travailler sur ces différents
sujets, particulierement passionnants du fait de leur pluridisciplinarité. Cette approche,
est en plein essor actuellement, pourrait offrir des solutions thérapeutiques a des

milliers de patients.
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Homozygous deletion (HD) of the tumor suppressor gene CDKN2A is the most frequent
genetic alteration in malignant pleural mesothelioma and is also frequent in non-small cell
lung cancers. This HD is often accompanied by the HD of the type | interferons (IFN 1)
genes that are located closed to the CDKN2A gene on the p21.3 region of chromosome
9. IFN | genes encode sixteen cytokines (IFN-a, IFN-B...) that are implicated in cellular
antiviral and antitumor defense and in the induction of the immune response. In this
review, we discuss the potential influence of IFN | genes HD on thoracic cancers therapy
and speak in favor of better taking these HD into account in patients monitoring.

Keywords: lung cancer, mesothelioma, type | interferon, CDKN2A (p16), homozygous deletion,
immunotherapy, STING

FREQUENT HOMOZYGOUS CO-DELETION OF THE CDKN2A
TUMOR SUPPRESSOR GENE AND THE IFN | GENES IN
THORACIC CANCERS

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common cause of cancer death worldwide often
due to long-term tobacco smoking. Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a rare cancer that is
mainly due to asbestos exposure. As other cancers, some genomic alterations are found in NSCLC
and MPM tumor cells, especially in locus containing tumor suppressor genes. These alterations are
in part responsible for the disease.

In MPM cells, the most frequent genomic alteration is the homologous deletion (HD) in the
p21.3 region of chromosome 9 (1-6). These HDs are variable in length but they mainly overlap at
the level of the cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A) tumor suppressor gene located in
this region (Figures 1A, B). Fluorescence in situ hybridization (FISH) studies reported that
CDKN2A gene HDs are found in 60 to 80% of patients (3-6). Copy number alteration study
from The Cancer Genome Atlas (TCGA) reported a lower frequency of 44% of patients with

Co-Deletion of Type | Interferons and
CDKN2A Genes in Thoracic Cancers:
Potential Consequences for Therapy.
Front. Oncol. 11:695770.

doi: 10.3389/fonc.2021.695770

CDKN2A gene HD in MPM (Figure 1B) (7). However, TCGA study is performed on tumor biopsies
that often contain non-malignant cells. These non-malignant cells may mask CDKN2A gene HD
that are only present in tumor cells. Thus, some patients with CDKN2A gene HD were probably not
detected in the TCGA study.
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In NSCLC, CDKN2A gene HDs were also identified in the
1990s (8-10). They were then found more frequently in a subset
of patient with intact retinoblastoma (rb) pathway (11). FISH
studies on 85 and 19 NSCLC patients reported CDKN2A gene
HD in 21 and 29% of patients respectively (12, 13), and FISH
study on 31 squamous cell carcinoma (SqCC) patients reported
them in 16% (14). TCGA study on 1144 NSCLC patients (660
lung adenocarcinoma and 484 lung SqCC) reported CDKN2A
gene HD in 21% of patients (Figure 1C) (15).

The CDKN2A gene encodes several proteins, notably
p16™%4 and p14™ that are implicated in the regulation of the
cell cycle. p16™5** binds to cyclin-dependent kinase 4 and 6
(CDK4/6) and inhibits its capacity with cyclin DI to
phosphorylate rb protein and the translocation of the
transcription factor E2F from the cytoplasm to the nucleus
(16). In absence of p16INK4a, E2F translocates to the nucleus
and allows the transition from G1 phase to S phase of the cell
cycle. p14™ also acts as a tumor suppressor via the p53 pathway
and its absence favors the entry in the cell cycle.

Close to CDKN2A gene, CDKN2B and MTAP are two other
genes that are often co-deleted with CDKN2A in MPM

(Figure 1B) and NSCLC (Figure 1C). CDKN2B encode the
p15™%* protein that interacts with CDK4/6 and inhibits its
activation by cyclin D and thus acts as a tumor suppressor (17).
MTAP encodes the S-methyl-5-thioadenosine phosphorylase
(MTAP) implicated in the polyamine metabolism (18).

Further downstream from CDKN2A and MTAP in the p21.3
region of human chromosome 9, a cluster of 16 genes encodes
the type I interferons (IFN I): IFN-f, IFN-¢, IFN-® and 13 IFN-o.
(Figure 1A) (19). IFNBI is the furthest gene from CDKN2A. In
the 1990s, IFN I genes HDs were identified in a fraction of
NSCLC and MPM patients with CDKN2A gene HD (1, 2, 8, 20).
We recently reported that in 78 short-term-cultured MPM cell
lines, 57 (73%) and 18 (23%) cell lines harbors CDKN2A and
IFNBI genes HD respectively, whereas in TCGA study
performed on 82 patients, these percentage where smaller,
probably due to non-malignant cells contamination (44 and
9%) (Figure 1B) (21). Thus, about 10 to 20% of mesothelioma
patients present HD of all the IFN I genes. In NSCLC, the TCGA
study on 1,144 patients reported 21 and 7% of patients with
CDKN2A and IFNBI gene HDs respectively (Figure 1C).
Interestingly, NSCLC patients with IFN I and CDKN2A gene
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FIGURE 1 | Homozygous Deletions in the p21.3 region of chromosome 9 in MPM and NSCLC. (A) Schematic representation of genes present in the p21.3 region
of chromosome 9 between positions 21,000,000 and 22,200,000 drawn from UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). (B) Oncoprint representation of
CDKN2A, CDKN2B, MTAP, IFNA2 and IFNB1 genomic alterations found in tumor samples of 82 MPM patients. Oncoprint was performed with cbioportals website
(http://www.cbioportal.org/) using TCGA Pancancer atlas data. (C) Oncoprint representation of COKN2A, CDKN2B, MTAP, IFNA2 and IFNB1 genomic alterations
found in tumor samples of 1144 NSCLC patients. Oncoprint was performed with chioportals website (http://www.cbioportal.org/) using TCGA Pan lung cancer data.
Only the patients with at least one genomic alteration in the five genes are shown. ADC, adenocarcinoma; SqCC, squamous cell carcinoma.

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 11 | Article 695770


https://genome.ucsc.edu/
http://www.cbioportal.org/
http://www.cbioportal.org/
https://www.frontiersin.org/journals/oncology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/oncology#articles

Grard et al.

Interferon Genes Deletion in Cancer

HDs have a significantly worst disease free survival than patients
with only CDKN2A gene HD (22), suggesting a tumor
suppressor role for IFN I genes in this cancer.

THE TYPE | INTERFERON RESPONSE IN
THORACIC CANCERS

Type I interferon (IFN I) response is key in antiviral immune
response (Figure 2). The IFN I response allows infected and
immune cells to report via IFN-o and -f3 secretion the presence
of the virus to neighboring cells and to the immune system via
the IFN-0/-B receptor (IFNAR) which is expressed by virtually
all somatic cells (23). The presence of viral genome or
intermediaries of its replication is detected by cytoplasmic
pattern recognition receptors (PRR) and lead to the production
of IEN I via two main pathways: the stimulator of interferon
genes protein (STING) pathway for DNA viruses and the
mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS) pathway for
RNA viruses (23, 24). IFN I are also produced by immune cells
notably via Toll like receptor (TLR) activation, especially
plasmacytoid dendritic cells (pDC) (25). IEN-f is expressed by
all nucleated cells in response to infection, whereas the IFN-o. are
mainly produced by immune cells. Among IFN-o., IFN-02 was

the first cytokines to be approved in clinics for cancer treatment
in 1986 and is the most studied (26).

Cells exposed to IFN I express hundreds of IFN-stimulated
genes (ISGs). Many ISGs encode proteins that induce a state of
anti-viral resistance. These antiviral proteins act 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 (23, 27). The IFN I also play a crucial
role in the induction and the regulation of the antiviral adaptive
immune response, notably by favoring antigen cross-priming by
dendritic cells (28, 29). However, during chronic infection,
prolonged IFN I response can have deleterious effects by
inducing immune dysfunctions (30).

IFN I response is often induced during cancer development
and treatments. Several pathways are involved in this induction.
Presence of mitochondrial or nuclear DNA in the cytoplasm of
tumor cells can induce the secretion of IFN I via the STING
pathway (31-39). Expression of endogenous retrovirus (ERV)
under the form of dsRNA due to epigenetic deregulation in
tumor cells can also trigger the expression of IFN I via the MAVS
pathway (35, 40-44). Non-malignant cells from the tumor
microenvironment, such as phagocytic cells notably dendritic
cells (DC), can also produce IFN I via activation of the STING
pathway after engulfment of dead tumor cells. This occurs due to
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accumulation of DNA from engulfed dead tumor cells in DC
cytoplasm (39, 45-47). A recent analysis of 31 cancer types in
TCGA database by Liu et al. shows that, lung adenocarcinoma,
MPM and SqCC are the 3rd, 6th and 8th respectively in the
intensity of an IFN I signature based on the expression of 38 ISGs
(35). Globally, IFN T signature correlates with the degree of
immune cells infiltration, but some tumors with an interferon
signature and with no immune cells infiltration were also found.
IFN I signaling is able to modulate the expressions of hundreds
of genes (27). This signaling pathway also induces expression of
noncoding RNAs including long noncoding RNAs, miRNA and
ERV RNA (27, 41, 48). Due to its potential toxicity and
inflammatory effects, IFN I production and signaling are tightly
regulated by numerous positive and negative regulators, many of
which are ISGs (49). Thus, induction of IFN I response in tumors
has multiple complex effects that are rather unfavorable to tumor
development. The IFN I can restrict tumor growth by reducing
proliferation of tumor cells, inducing their apoptosis, limiting their
migratory capacity and inhibiting angiogenesis (50, 51).
Furthermore, they increase antigen presentation by HLA
molecules, stimulate the innate and adaptive antitumor immune
response and inhibit CD4+ regulatory T cells (30, 50, 52-56). IFN
I were shown to play an important role in tumor immuno-editing
in mouse models of chemically-induced and transposable tumors
(57). They signal tumor cells to the immune system. They are
necessary for the priming of anti-tumor T cell response as the
abrogation of IFN I signaling in CD8+ dendritic cells blocks their
capacity to cross-present antigens in mouse (54, 55). They also
participate in the activation of anti-tumor NK cell response (56).
Induction of anti-tumor NK and T cell responses lead to the
secretions of the type II interferon-gamma (IFN-y) that will
further shapes the immunogenicity and the immunosuppressive
microenvironment of the tumor with the IFN I (58). Indeed, IFN I
are also involved in setting up the immunosuppressive tumor
environment by inducing the expression of numerous inhibitory
molecules such as PD1 and PDL1 that block CD8+ T cell
cytotoxicity (30, 50, 58). IFN I can also induce Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) expression that reduces locally the amount of
tryptophan needed for T cell functions and favors their
differentiation in Treg (59). Thus, the IEN I in tumors play a
dual role by stimulating the innate and adaptive immune response
and inducing feedback mechanisms to control its magnitude.
IFN I in NSCLC modulates numerous pathways implicated in
proliferation, survival and apoptosis of tumor cells including
JAK/STAT, Src kinases, Vav proto-oncogene, PTEN/PI3-K/
AKT, Crk proteins and MAP kinase signaling pathways (51).
Several recent studies reported that a constitutive activation of
the IFN I response in lung tumors correlates with tumor
inflammation and immune checkpoint inhibitors efficacy (60-
62). Furthermore, DNA damages and dysfunctions of the DNA
damage response are inducers of the IFN I response and have
been linked to immune checkpoint efficiency (37, 63). The
renewed interest in IFN I response also comes from the
observation that they are necessary for the radiotherapy
abscopal response (64-67), and that they participate in the
induction of the antitumor immune response by chemotherapy

(68). This is also due to the identification of new potential
immune checkpoint such as ADAR and Trexl which are ISG
that functions as negative regulators of the IFN I response by
inactivating the nucleic acids that stimulate this response (35, 40,
65, 66). By blocking ADAR or Trex function, IFN I response is
amplified which promotes the antitumor immune response.
Thus, there is still a great interest to adapt treatments or find
new therapeutic strategies to activate the IFN I response locally
especially in cold tumors with no or low immune cells infiltrate.

POTENTIAL CONSEQUENCES OF IFN |
GENES HD FOR THORACIC CANCERS
THERAPY

Given the central role of IFN I response in tumor immune
surveillance, the frequent loss of all copies of IFN I genes that
accompanied CDKN2A gene HD in tumor cells likely plays a role
in tumor immune escape. In NSCLC, like in other cancers,
patients with only CDKN2A gene HD have a longer survival
compared to patients with IFN I and CDKN2A genes HD (22).
Thus, IEN I genes act as tumor suppressors genes in malignant
cells. Beside this study of Ye et al., nothing is known on the
prognostic value and immunotherapy biomarker potential of
IFN I genes HD in NSCLC, MPM and other cancers. These
deletions were described as early as the mid-1990s and yet they
have not been well documented. It may be because they were
discovered in studies focusing on the CDKN2A tumor suppressor
gene HD. Furthermore, reports that IFN I treatment in NSCLC
and MPM has limited clinical benefit at that time, may have
decrease the interest of studying IFN I gene HD. Finally, most
studies on the role of IFN I on antitumor immune response were
performed with IFNARko mouse models that are easier to obtain
than mouse models ko for all IFN I genes. These IFNARko
models are instrumental to understand the role of IFN I signaling
on tumor cells and the different subtypes of immune cells but are
less suitable to study the source of the IFN I production.

Questions arise regarding presence of IFN I genes HD in
tumor cells. There are several potential cellular sources of IFN I
secretion in tumors, that are basically tumor and immune cells.
Thus, the first question is the role of IFN I production by tumor
cells and if absence of this production is compensated by other
cellular sources. Several recent studies suggest that triggering of
the tumor cells IFN I production play a role in the induction of
the anti-tumor immune response.

Kitajima et al. reported that the lack of response to immune
checkpoint blockade (ICB) of patients with KRAS-LKB1-mutant
lung cancers is due to the inhibition of STING expression via the
loss of LKB1 (62). They show that KRAS-LKB1-mutant tumor
cells are not able to sense cytoplasmic dsDNA via the STING
pathway, and to produce IFN I in response. In consequence, T
cells infiltration and PD-L1 expression in KRAS-LKBI1-mutant
tumors is reduced and ICB therapy is ineffective.

Demaria’s team showed that triggering of tumor cell IFN I
response is necessary for induction of anti-tumor immune
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response by radiotherapy (64, 65). They first reported that
abscopal response in mouse is abrogated when cancer cells in
the irradiated tumor do not express cGAS/STING or overexpress
the exonuclease Trex1 (65). Irradiation induces the presence of
cytoplasmic DNA that triggers the IFN-f production via the
STING pathway and lead to the expression of the ISG Trexl.
This ISG is an exonuclease that degrades DNA in the cytoplasm
and thus decreases IFN I response by tumor cells and triggering
of the antitumor immune response. By inactivating Trex1 in
tumor cells, the IFN I response induced by irradiation is
increased, as well as the antitumor immune response. Thus,
tumor cell IFN I response is essential for abscopal effect of
radiation in that mouse model. Demaria’s team then showed that
combination of radiotherapy and anti-CTLA4 blockade in
NSCLC patients that have failed anti-CTLA4 alone or in
combination with chemotherapy, induced IFN-B in the blood
and an antitumor T cell response in responding patients (64).

These studies highlight the important role on the antitumor
immune response of triggering the IFN I response via the STING
pathway in tumor cells. However, IFN I response in tumor cells
can also be induced by the sensing of endogenous dsRNA via the
MAVS pathway and that also plays a role in the stimulation of
the antitumor immune response (35, 40-44). Best evidences
come from the study of an ISG, the adenosine deaminase
acting on RNA (ADAR) that acts on the MAVS pathway like
Trex1 does on the STING pathway (35, 40). The ADAR protein,
by converting A to I, disrupts the normal A:U pairing which
destabilizes the dsRNA into ssRNA. dsRNA edited by ADAR are
no longer able to trigger the IFN I response by the dsRNA
cytoplasmic sensor Mda5. Thus like Trex1, ADAR inactivates the
stimuli at the origin of the IFN I production by tumor cells. In a
mouse model, Ishizuka et al. reported that loss of ADARI in
tumor cells overcomes the resistance to immune checkpoint
inhibitors by increasing the IFN I response via the MAVS
pathway and, thus, the inflammation of the tumor
microenvironment (40). This results was confirmed by Liu
et al., that show that both, the MAVS and the STING pathway
are needed to maintain the IFN I response in tumor cells that
have lost ADAR (35).

Altogether these studies on the STING and the MAVS pathway
show that triggering of the IFN I response in tumor cells is central to
inflame the microenvironment. However, it does not establish
clearly that IFN I production by tumor cells is required. Indeed,
in these studies, the MAVS or the STING pathway is inactivated.
This inactivation impairs IFN I production and also the expression
of lots of other genes. Indeed, when the MAVS or the STING
pathway are triggered, activated transcription factors such as IRF3
and NF-kB not only induce IFN I production, but also the
expression of many other genes with many being ISG (Figure 2).
In MPM cell lines that have lost IFN I genes, exposition to
attenuated measles virus still resulted in the induction of
expression of a small subset of genes (21). Among these genes,
some may play a role in the inflammation of the microenvironment,
such as the chemokines CCL5, CXCL10 and CXCL11, or the type
III interferons. Thus, triggering of the IFN I response in tumor cells

that have lost IFN I genes may still conserve a certain capacity to
inflame the microenvironment. By studying patients with IFN I
genes HD tumors, we would better understand the IFN I
contribution of tumor cells versus non-malignant cells in cancer
development and therapies. We would also better define the
contribution of IFN I versus other cytokines/chemokines induced
by the triggering of the MAVS or the STING pathway.

IFN I genes HD may also be interesting for new cancer therapies
such as antitumor virotherapy using oncolytic replicative viruses.
We studied the replication and oncolytic activity of the attenuated
Schwarz strain of measles virus (MV) on 22 human MPM cell lines
and four types of healthy cell (fibroblasts, mesothelial, endothelial
and lung epithelial cells) (69). We found that the healthy cells and
seven MPM cell lines were resistant to MV replication due to a
protective functional IFN I response. The 15 others MPM cell lines
were permissive to MV replication and lysis due to a defective IFN I
response. Among these 15 cell lines, 11 were unable to produce IFN
I when exposed to MV. We showed later that eight of these 11 cell
lines have lost both copies of the IFN I genes (21). The three others
cells line have at least one copy of IFN I genes but are not able to
produce IEN I in response to the virus suggesting another type of
defects of the IFN I response in these MPM cells lines (69). These 11
MV-sensitive MPM cell lines that are unable to produce IFN I in
response to MV become MV-resistant if exposed to exogenous IFN
I, suggesting that IFNAR signaling is functional in these cell lines.
The four other MV-sensitive MPM cell lines were able to produce
IFN I in response to MV, but unable to control viral replication
suggesting a defect of the IFN I response in IFNAR signaling. This
defective IFNAR signaling has been previously reported in tumor
cells of some patients with MPM (70). It has been associated to
mark decrease of IFNAR, IRF9 and PKR expression and to tumor
sensitivity to an oncolytic vesicular stomatitis virus. These studies
illustrate the diversity of defects found in the IFN I response from
one patients to another in MPM. Such converging selection of
tumor cells with a deficient IFN I response highlights the tumor
suppressive role of this response.

Other questions are still pending regarding IFN I genes HD.
These HD are diverse in length (Figure 2). For some patients,
only a part of IFN I genes are lost and IFNBI gene that encodes
IFN-B is preserved (Figure 1). Consequences of these partial
losses are also to define. During tumor development, do these
HD appear concomitantly to CDKN2A HD or do they appear
later conferring an additional advantage to the tumor variant
that carries them? The best techniques for detecting IFN I genes
HD is probably FISH assay that can be performed cost effectively
on paraffin-embedded tissue and allow to identify homozygous
and hemizygous deletions at the single cell level (71). It can also
be performed by polymerase chain reaction-based techniques or
whole exome sequencing on tumor biopsies, but large amount of
non-malignant cells in the biopsy may hide the deletions.

With the success of cancer immunotherapy and recent
advances in understanding the IFN I tumor suppressor role,
IFN I genes HD should be studied and taken into account in the
monitoring of MPM and NSCLC patients. This would likely lead
to new strategies and improvements of immunotherapy.
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Caractérisation des facteurs de résistance du mésothéliome pleural malin au virus oncolytique

de la rougeole en modele 3D

Mots clés : Virus de la rougeole, sphéroides, mésothéliome pleural malin, dormance,

matrice extracellulaire, virus oncolytique

Résumé : Notre équipe étudie I'utilisation de virus
oncolytigues dans le mésothéliome pleural malin
(MPM). En particulier, nous étudions les
mécanismes de sensibilité et de résistance des
cellules tumorales au virus atténué de la rougeole
(MV) et leurs effets sur la réponse immunitaire anti-
tumorale. L'équipe a développé un modéle de culture
en 3 dimensions (3D) de différentes lignées de MPM
sous forme de sphéroides afin d'élucider les
mécanismes de réplication et de propagation des
virus dans les tumeurs. Nous avons démontré
I'établissement d'une résistance au MV dans ce
modéele de sphéroides pour une majorité de lignées
de MPM (6/8). Cette résistance n'est pas surmontée
par un inhibiteur de la signalisation interféron de type
I (ruxolitinib), la principale défense antivirale
cellulaire. Afin d'identifier la nature des facteurs de
restriction au MV en 3D, nous avons réalisé une
analyse transcriptomique 2D versus 3D.

Les résultats de l'analyse ont révélé l'absence de
génes différentiellement exprimés lors de l'infection
par le MV dans les sphéroides de lignées
résistantes. Cela suggére que les facteurs de
restriction viraux ne sont pas activés par l'infection
mais sont présents de maniére basale. La méta-
analyse des principales voies de signalisation
communément dérégulées en 3D pour les lignées
résistantes par rapport aux lignées sensibles a
révélé une fibrose de la matrice extracellulaire
associée a un environnement inflammatoire avec
une réduction notable de la prolifération cellulaire
défavorable a la réplication du MV dans les
sphéroides de MPM. J’ai montré que la réactivation
du cycle cellulaire par 'EGF est corrélée a la
restauration des capacités oncolytiques du MV dans
les sphéroides. Cette étude devrait permettre de
mieux comprendre l'activit¢ oncolytique du MV
contre le MPM afin de I'améliorer.

Resistance factors characterization of pleural mesothelioma to the oncolytic measles virus

in 3D model

Keywords : Measles virus, spheroids, malignant pleural mesothelioma, dormancy, extracellular

matrix, oncolytic virus

Abstract:  Our team studies the use of oncolytic
viruses in malignant pleural mesothelioma (MPM). In
particular, we are studying the mechanisms of
sensitivity and resistance of tumor cells to attenuated
measles virus (MV) and their effects on the anti-
tumor immune response. The team developed a 3-
dimensional (3D) culture model of different MPM
lineages in the form of spheroids in order to elucidate
the mechanisms of virus replication and propagation
in tumors. We demonstrated the establishment of
resistance to MV in this spheroid model for a majority
of MPM lines (6/8). This resistance is not overcome
by an inhibitor of type | interferon signaling
(ruxolitinib), the main cellular antiviral defense. In
order to identify the nature of the 3D MV restriction
factors, we performed a 2D versus 3D transcriptomic
analysis.

The results of the analysis revealed the absence of
genes differentially expressed upon MV infection in
the spheroids of resistant lines. This suggests that
viral restriction factors are not activated by infection
but are basally present. Meta-analysis of major
commonly dysregulated 3D signaling pathways for
resistant versus susceptible lines revealed
extracellular matrix fibrosis associated with an
inflammatory environment with a notable reduction in
cell proliferation unfavorable to MV replication in
MPM spheroids. | have shown that the reactivation of
the cell cycle by EGF is correlated with the
restoration of the oncolytic capacities of MV in
spheroids. This study should provide a better
understanding of the oncolytic activity of MV against
MPM in order to improve it.
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