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> La mise en évidence de la capacité unique de
certains virus a cibler spécifiquement les cellules
cancéreuses a ouvert de nouvelles perspectives
pourlarecherche enimmunothérapie des cancers.
Qutre leur capacité a induire la destruction spé-
cifique des cellules cancéreuses, les virus oncoly-
tiques (0V) ont été modifiés génétiquement pour
exprimer des molécules thérapeutiques directe-
ment au sein de la tumeur. Lutilisation des OV
comme vecteurs de molécules thérapeutiques a
permis d’augmenter les réponses anti-tumorales,
tout en limitant les effets indésirables liés a une
administration par voie générale de ces molé-
cules. D’autres recherches visent aujourd’hui a
limiter la neutralisation et I’élimination du virus
par le systeme immunitaire de I’hGte et a amélio-
rer son acces aux tumeurs. <

Un peu d’histoire

Un virus oncolytique (OV) est un virus capable de
détruire spécifiquement les cellules cancéreuses. Cest
au début des années 1900, chez des patients présentant
un cancer associé a une déficience immunitaire, comme
la leucémie, que les premiéres observations furent
faites (Figure 1). Certains patients ayant contracté
une infection virale comme la grippe [1] ou la varicelle
[2] présentérent au méme moment une rémission, a
minima partielle, de leur cancer. Cette propriété anti-
cancéreuse de certains virus, d’abord observée de fagon
opportuniste, fit ensuite validée dans des modéles
de rongeurs par les travaux de Moore, au milieu du
xx¢ siecle. Au vu de leur potentiel thérapeutique, les
critéres de pathogénicité et d’efficacité furent étudiés
avec attention afin de proposer les OV comme nouveau
traitement anticancéreux. Avant I’avenement des tech-
niques de bioingénierie moléculaire, ces virus étaient
«améliorés » par des infections successives de cellules
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cibles, permettant d’obtenir I'adaptation recherchée. Plusieurs pas-
sages successifs dans des cellules cancéreuses ont permis d’obtenir
des virus affichant un tropisme accru pour ces derniéres et/ou une
meilleure activité oncolytique. Depuis le début des années 1990, les
progres des techniques de séquengage et d’édition des génomes ont
permis de faciliter 'obtention de nouvelles souches recombinantes,
plus spécifiques des cellules cancéreuses et, par conséquent, plus
slires pour I"organisme. C'est ainsi qu’en 1999, I’entreprise de biotech-
nologie Shanghai Sunway Biotech Co. a développé le premier OV au
monde a étre testé dans un essai clinique. Il s’agissait d’un adénovirus
modifié, présentant une délétion dans le locus €1B permettant d’aug-
menter sa spécificité pour les cellules cancéreuses dont le géne TP53
est muté. Cet adénovirus, nommé Oncorine (H101), obtint 'appro-
bation par la SFDA (State Food and Drug Administration) chinoise
en 2005 et est actuellement toujours sur le marché chinois [3]. La
manipulation génétique des virus a aussi permis d’amplifier leur action
anti-tumorale, via I'insertion de transgénes thérapeutiques dans leur
génome : ainsi est née une nouvelle génération de virus oncolytiques,
les virus oncolytiques « armés ». Talimogene laherparepvec (T-VEC)
(Imlygic®) a été le premier OV armé, approuvé par la FDA (Food and
Drug Administration) américaine en 2015. T-VEC est un virus Herpés
simplex de type | (HSV-1) atténué, modifié pour exprimer le facteur
de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-
CSF), utilisé dans le traitement des mélanomes avancés [4]. Actuel-
lement, plusieurs familles d’0V sont disponibles sur le marché et/ou
font encore I’objet de recherches précliniques, dont les adénovirus, les
réovirus, les HSV et les poxvirus.
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Figure 1. Chronologie de l'utilisation de virus a des fins d’immunothérapie anti-cancéreuse. |CP : Inmune CheckPoints.

Les principes de la virothérapie oncolytique

Les cellules cancéreuses sont généralement déficientes dans leur
capacité a développer des réponses anti-virales, lorsqu’elles sont
infectées, notamment celles liées aux interférons (IFN) de type I.
Cette déficience rend alors les cellules tumorales plus sensibles que
les cellules saines aux infections virales, et permet ainsi les thérapies
a base d’0V. Lutilisation des OV cible également d’autres caractéris-
tiques des cellules cancéreuses, comme la surexpression de récepteurs
cellulaires spécifiques impliqués dans la voie d’entrée des virus dans
la cellule hdte, les défauts de genes suppresseurs de tumeurs ou les
génes impliqués dans les points de contrdle du cycle cellulaire. Bien
que, pour ces raisons, les virus ciblent préférentiellement les cellules
cancéreuses, I'action des OV n’est cependant pas toujours compléte-
ment restreinte a ces derniéres. Pour ajouter un verrou a leur sélecti-
vité tumorale, certains OV ont été modifiés génétiquement pour rendre
leur cycle viral dépendant de I’environnement d’une cellule tumorale,
en inactivant, par exemple, des genes impliqués dans la biosynthese
de leurs nucléotides, comme le géne codant la thymidine kinase (TK).
Les cellules cancéreuses, qui proliferent fortement, deviennent alors
une source privilégiée en nucléotides pour les virus recombinants, ce
qui conduit @ une expansion virale ciblée et accrue. Uinfection virale
entrafne ainsi la régression de la tumeur par deux mécanismes dis-
tincts : 1) la destruction directe des cellules tumorales, induite par la
réplication virale et, 2) la mort cellulaire immunogéne qui stimule les
réponses immunitaires anti-tumorales contre toutes les cellules can-
céreuses, y compris les cellules non infectées (Figure 2). Cette derniére
est déclenchée par le relargage de molécules immunogenes, telles que
celles porteuses de motifs moléculaires associés aux dangers (DAMP,
pour damage-associated molecular patterns) et aux pathogénes
(PAMP, pour pathogen-associated molecular patterns) qui, une fois
reconnus par leurs récepteurs de reconnaissance de motifs molécu-
laires PRR (pattern recognition receptor), conduisent a I’activation
de la réponse immunitaire innée. De plus, la libération d’antigenes
tumoraux et I'augmentation de I"expression de molécules impliquées
dans 'apprétement et la présentation d’antigénes, participent a I’ac-
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tivation de la réponse immunitaire adaptative. Cette
modulation du microenvironnement tumoral (TME) par
les OV se traduit généralement par la conversion des
tumeurs « froides » ou trés peu infiltrées par les cel-
lules immunitaires, en tumeurs « chaudes » plus infil-
trées, augmentant ainsi leur sensibilité aux inhibiteurs
de points de contrdle immunitaire (ICl). Uadministra-
tion des OV favorise donc 'activation d’une immunité
anti-tumorale qui, combinée a I’activité oncolytique
du virus, induit la régression des tumeurs infectées et
a également un effet thérapeutique global a distance,
appelé effet abscopal, qui permet la régression des
tumeurs non infectées.

Une des limites notables de la virothérapie oncolytique
réside dans la neutralisation et I’élimination rapide
du virus par le systéeme immunitaire de I’hGte. Mais
la sollicitation de ce dernier a été démontrée comme
étant primordiale pour I'efficacité du traitement !
Plusieurs études précliniques ont montré, chez la sou-
ris, que l’activation des réponses immunitaires par le
virus se révélait étre spécifiquement dirigée contre la
tumeur et essentielle pour obtenir une efficacité thé-
rapeutique [5]. Uenjeux principal reste alors I'acces-
sibilité du virus dans la tumeur et explique pourquoi,
jusqu’a aujourd’hui, les résultats cliniques majeurs ont
été obtenus par injection intra-tumorale des OV. Les
tumeurs touchant des organes difficilement accessibles
par injection intra-tumorale, comme le cerveau, les
poumons ou le pancréas, peuvent étre ciblées par voie
intraveineuse, ce qui permet également le ciblage des
métastases et micro-métastases. Néanmoins, lorsqu’il
est injecté par voie intraveineuse, le virus est directe-
ment sujet a une neutralisation par les premiéres lignes
de défenses antivirales du systéeme immunitaire, que
sont I’activation du complément ou la présence d’anti-
corps neutralisants. Certains virus enveloppés, comme
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Figure 2. Principe de la virothérapie oncolytique. Les virus oncolytiques (OV) induisent la mort des cellules cancéreuses de maniére directe, suite a

la réplication virale, et de maniére indirecte par I'induction d’une mort cellulaire immunogene. Pour amplifier I’action anti-tumorale des 0V, ces

derniers peuvent étre armés avec des genes codant des protéines cytotoxiques, des génes codant des protéines immunomodulatrices, ou encore,

des génes permettant d’améliorer la diffusion du virus dans la masse tumorale. DAMP : damage-associated molecular patterns ; PAMP : pathogen-

associated molecular patterns ; TAA : antigénes associés aux tumeurs (tumor-associated antigens).

les virus de la vaccine (VACV), possédent des mécanismes autonomes
qui leur conferent une sensibilité réduite a la neutralisation due a
I’activation du complément : 'expression de la protéine de contrdle
du complément (VCP, pour vaccinia virus control protein) des VACV et
la formation de virions extracellulaires enveloppés (E€V, pour extra-
cellular enveloped virion). La VCP inhibe la formation de la convertase
(3, qui joue un réle central dans activation du complément. €n ce qui
concerne les particules d’€€V, ces dernieres acquiérent des protéines
régulatrices du complément de la cellule hote, qui les protégent de la
destruction due au complément. Ces deux processus adaptatifs restent
néanmoins peu efficaces lorsque le virus est injecté par voie générale,
car ils nécessitent un premier cycle de réplication virale dans la cellule
héte.

Les OV comme vecteurs de protéines thérapeutiques
L'ingénierie génétique des OV a permis d’obtenir de nouvelles souches

plus spécifiques des cellules cancéreuses et donc plus siires pour les
patients. €lle a aussi contribué a Iamélioration de leur efficacité
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anti-tumorale, via l'introduction de transgenes théra-
peutiques dans leur génome. L'utilisation des OV comme
vecteurs de molécules d’intérét a permis de cibler la dis-
tribution de la molécule dans la tumeur et, ainsi, de limi-
ter ses risques de toxicité, de surmonter les contraintes
de perméabilité membranaire et de faible diffusion et,
enfin, de pallier le manque d’efficacité lié aux demi-vies
courtes, la molécule étant produite de novo a chaque
cycle viral. Une fois internalisé dans le cytoplasme ou le
noyau (selon la famille du virus utilisé), I’V bénéficie de
la machinerie cellulaire et peut débuter sa réplication.
Le cycle se déroule généralement en plusieurs étapes
(Figure 3). Dans un premier temps, ’expression des
protéines précoces débute avant méme que la duplica-
tion de PADN viral ait été initiée. Ensuite, les protéines
tardives, comme les protéines constituant la capside
virale, sont exprimées a la fin de la phase de réplication.
Afin de modifier un OV pour qu’il produise localement des
molécules thérapeutiques, le choix du promoteur est a
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prendre en compte. En effet, en utilisant un promoteur de géne précoce,
le transgene sera exprimé avant méme que le virus ne se soit répliqué dans
les cellules cancéreuses. €n revanche, en choisissant un promoteur de géne
tardif, I’expression du transgéne ne sera effective que si le virus parvient
a se répliquer, ce qui restreint I"expression aux cellules cancéreuses. Deux
exemples illustrent I'importance du choix d’un promoteur de geénes précoce
ou tardif : I’expression d’un transgéne codant le récepteur CXCR3 (C-X-C
motif chemokine receptor 3) par les cellules non tumorales initialement
infectées, sous le controle d’un promoteur de gene précoce, conduit a la
migration de ces cellules infectées CXCR3" vers les cellules tumorales qui
produisent les chimiokines spécifiques de ce récepteur (CXCL [C-X-C motif
chemokine ligand] 9, 10, 11), et permet ainsi d’acheminer 1’0V, protégé du
systéme immunitaire, jusqu’a la tumeur [6]. A contrario, les transgénes
codant des molécules ayant une fonction cytotoxique seront préféren-
tiellement controlés par un promoteur tardif pour garantir leur expression
exclusivement dans les cellules tumorales [7].

Larmement avec des génes suicides
Un gene suicide est un géne qui code une enzyme dont la fonction

est de catalyser un substrat non toxique (prodrogue) en un produit
cytotoxique (Figure 4). 'armement des OV avec ce type de trans-
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Figure 3. Cycle viral des virus oncolytiques (0V).
Une fois entré dans la cellule héte, 1’0V initie
sa transcription précoce avec les ARN poly-
mérases présentes dans le cytosol de cette
derniere. Les protéines exprimées durant cette
premiere vague de transcription permettent de
synthétiser les nucléotides pour la réplication
et de bloquer les réponses innées de I’héte. La
réplication de I’ADN viral débute dans un deu-
xieme temps. Les génes exprimés en fin de cycle,
la transcription tardive, codent les protéines
structurales qui constituent la capside virale et
les enzymes qui seront contenues dans le virion
mature (MV). La répétition des cycles conduit
a laccumulation de MV et a I’éclatement de la

cellule hote. Les virus de la vaccine diffusent

. sous forme MV ou s’entourent d’une double

membrane lipidique issue du réseau transgol-
gien (virion enveloppé intracellulaire [IEV, pour
intracellular enveloped virion]) et diffusent
sous forme de virion enveloppé extracellulaire

(€€V, pour extracellular enveloped virion).

géne a permis d’augmenter leur action thérapeutique.
Uactivation de I’effet cytotoxique du transgene se fait
par 'administration de la prodrogue, ce qui permet de
contrdler son action dans le temps, et de la découpler
de la propagation du virus dans la masse tumorale.
Le premier systéme de gene suicide développé utilisait
la thymidine kinase du HSV de type 1 (HSV-1-tk), une
enzyme qui convertit le ganciclovir en un analogue
nucléosidique fortement toxique pour les cellules en
division [8]. Afin de disposer de ce systéme au niveau
des tumeurs et de sensibiliser ainsi les cellules can-
céreuses au ganciclovir, un adénovirus réplicatif (Ad.
TKRC), exprimant le géne HSV-1-tk, a été construit et
évalué dans différents modeles précliniques. De puis-
sants effets anti-tumoraux ont été obtenus, confirmant
ainsi la complémentarité de ces deux approches [9]. Le
geéne codant la cytosine déaminase (CD), une enzyme
qui convertit la flucytosine (5-FC) en 5-fluorouracile
(5-FU), est un autre géne suicide utilisé pour le traite-
ment des tumeurs solides [10]. Grdce a cette technique
d’activation de prodrogue, les patients traités avec un
0V exprimant la CD, peuvent convertir le 5-FC en 5-FU,
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uniquement au niveau de la tumeur, limitant ainsi les effets secon-
daires liés a une administration par voie générale du 5-FU [11]. Ce
systeme a été largement employé en virothérapie oncolytique et a été
optimisé pour améliorer la conversion du 5-FC en 5-FU, en fusionnant
la CD avec une uracile phosphoribosyltransférase (UPRT) [12, 13].

L’armement avec des immunomodulateurs

Les cytokines

L’un des enjeux majeurs de I'immunothérapie des cancers est de pallier
la faible sensibilité des tumeurs « froides » aux traitements. Comme
nous I"avons indiqué un peu plus haut, action oncolytique des OV
conduit indirectement au « réchauffement » du TME. Pour accentuer
cet effet, il est possible d’armer les OV avec des immunomodulateurs,
comme les chimiokines et les interleukines (Figure 4). €n se fixant &
leurs récepteurs spécifiques et par le déclenchement de cascades de
signalisation, les chimiokines induisent la migration de cellules immu-
nitaires, le long d’un gradient de concentration. D’autres cytokines
conduisent a la régulation de la prolifération de ces cellules immu-
nitaires, a leur différenciation et a leur activation. Padministration
thérapeutique de plusieurs cytokines a déja été approuvée par la FDA,
comme la combinaison de I'interleukine (IL)-2 et I’IFN-7y pour le trai-
tement de différents cancers [14]. Uavantage de les combiner aux OV
permet de palier les effets toxiques dus a une administration par voie
générale. L'IL-2 favorise I’expansion des cellules NK (natural killer)
et des lymphocytes T. Uarmement des OV avec le transgene codant
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Figure 4. Stratégies d’armement des OV.
Pour accentuer les effets thérapeutiques
des 0V, ces derniers peuvent étre modifiés
génétiquement pour exprimer in situ des
molécules cytotoxiques (TRAIL, petits ARN
en épingle a cheveux [shRNA], enzymes

\ capables de détruire la matrice extracel-

\ lulaire [hyaluronidase] ou encore enzymes
\ capables de convertir une prodrogue en un
\ produit toxique [enzyme suicide]). Enfin,
\ les OV peuvent étre modifiés pour exprimer
| des molécules immunomodulatrices, comme
) des cytokines qui vont permettre de recruter

des cellules immunitaires et d’activer les

cellules effectrices, des inhibiteurs de point
/ de contrdle immunitaire (ICl) qui permettent
/ de lever I'immunosuppression induite par la
/ tumeur (anticorps anti-PD-1/anti-PD-L1)

/’ ou encore des molécules spécifiquement

activatrices des lymphocytes T (TCE).

I’IL-2, utilisé en combinaison avec I'injection d’autres
cytokines, a montré des effets thérapeutiques accrus
des OV chez la souris. Ces effets incluent, notamment,
I’augmentation des réponses anti-tumorales contre les
tumeurs métastatiques non infectées [15], I’améliora-
tion des transferts adoptifs dans le cadre de thérapies
cellulaires [16] ou encore, I"induction de structures
lymphotides tertiaires (TLS) dans le TME [17]. Cette
derniére propriété est recherchée dans le cadre du
développement de nouvelles immunothérapies, en par-
ticulier depuis qu’il a été démontré que les TLS étaient
associées a un meilleur pronostique dans la majorité
des cancers ol des tumeurs solides sont présentes [18].
Linduction de TLS dans des tumeurs solides a aussi
récemment été observée avec un adénovirus armé avec
P’IL-15 [19]. Par ailleurs, 'expression exogeéne d’autres
interleukines comme I'IL-7 [20], I'IL-12 [21] et IIL-21
[22] par des OV armés, a permis d’augmenter considé-
rablement I’infiltration immunitaire dans les tumeurs
et, ainsi, d’amplifier la réponse anti-tumorale. Uarme-
ment des OV par les transgénes codant ces interleukines
est couramment associé avec le facteur de nécrose
tumorale TNF-0 (tumor necrosis factor-alpha) [16, 17],
une cytokine pro-inflammatoire associée aux réponses
anti-tumorales. Enfin, I'armement de I’HSV T-VEC par un
transgene codant la cytokine a activité pléiotropique
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GM-CSF, qui agit en particulier sur I'expansion et la maturation des
cellules myéloides et favorise la présentation d’antigénes tumoraux
par les cellules dendritiques (DC), a démontré son efficacité anti-
tumorale, et son utilisation a été approuvée en 2015 par la FDA.

De la méme maniére que pour les interleukines, I'armement des OV
avec des transgenes codant des chimiokines est un moyen de moduler
le TME. L'utilisation de constructions contenant des transgenes codant
CCL (C-C motif chemokine ligand) 19 [23] ou CCL21 [24], les deux
ligands du récepteur CCR7 (C-C motif chemokine receptor 7), fortement
exprimé par les lymphocytes T et les DC, a conduit @ une augmentation
de linfiltration immunitaire et a I"amélioration de la réponse anti-
tumorale. Les OV armés sont également un bon outil pour amplifier
I’effet d’autres thérapies. L'utilisation d’un OV armé avec le transgene
codant la chimiokine CCL5 a permis d’augmenter I’infiltration de cel-
lules immunitaires et ainsi Iefficacité anti-tumorale d’une thérapie
cellulaire fondée sur le transfert adoptif de cellules NK modifiées pour
surexprimer CCR5, le récepteur de CCL5 [25].

L’efficacité d’un armement avec un transgene codant une chimiokine
dépend de la mise en place d’un gradient physiologique de la molécule,
une condition qui reste difficilement contrdlable en virothérapie et qui
pourrait expliquer I"échec thérapeutique de certaines constructions
prometteuses [26]. Dans la majorité des exemples cités, la cytokine
exprimée par 'OV est sécrétée, ce qui, dans certains cas, accentue la
diffusion de la molécule et, donc, les effets secondaires. L’ancrage a la
membrane des cellules infectées d’une IL-12 modifiée par I'ajout d’une
ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI), a montré un maintien de la
protéine dans la tumeur et une amélioration de I'activité anti-tumo-
rale, sans toxicité associée au traitement [21].

Les inhibiteurs de point de contréle immunitaire (ICI)

Les points de contrdle immunitaire tels que le récepteur CTLA-4 (cyto-
toxic T-lymphocyte-associated protein 4) exprimé a la surface des
lymphocytes T, ou les molécules de I’axe PD-1 (programmed cell death
protein 1)/PD-L1 (programmed death-ligand 1), sont responsables de
I’échappement de certaines tumeurs a la réponse immunitaire. L'uti-
lisation d’inhibiteurs de point de contrdle immunitaire (ICl) a révolu-
tionné le champ des immunothérapies, en partie avec I’approbation en
2011 de I'ipilimumab, un anticorps monoclonal anti-CTLA-4. Bien que
le taux de réponse au traitement varie d’un type de cancer a Iautre,
il se situe généralement autour de 20 % [27]. Lorsque les tumeurs sont
initialement peu infiltrées (tumeurs froides), I’administration d’un ICI
a tres souvent peu d’effet. La combinaison des ICl avec les OV a per-
mis d’augmenter considérablement les effets thérapeutiques obtenus
lorsque les deux traitements sont pratiqués en monothérapie [28,
29]. €n induisant I'influx de cellules immunitaires dans le TME, les OV
sensibilisent les tumeurs aux ICl. Inversement, suite a I'infection par
un 0V, la réponse pro-inflammatoire est généralement associée avec
une surexpression de PD-L1 dans le TME : la co-administration avec
un ICl permet alors de lever I'immunosuppression exercée par PD-L1
et d’augmenter I'efficacité de 'OV [28]. Uarmement des OV avec un
transgene codant un anticorps anti-CTLA-4 et/ou un anticorps anti-
PD-L1 a démontré des effets immunitaires améliorés, marqués par
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la réduction du nombre de lymphocytes T régulateurs
dans la tumeur, une meilleure maturation des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) et I’activation des
réponses spécifiques des lymphocytes T dirigées contre
des néo-épitopes [29], conduisant a une meilleure
réponse anti-tumorale directe et abscopale. Bien que,
dans ces études précliniques, la réponse associée a un
0V non armé co-administré avec I’ICl par voie générale
reste généralement plus forte que celle obtenue avec
I’0V armé avec I’ICl, le recours aux OV armés assure la
localisation de la molécule thérapeutique principale-
ment dans la tumeur et prévient ainsi des effets secon-
daires, souvent séveéres, observés dans le traitement
par les ICI.

Les activateurs de molécules de costimulation

Les molécules de costimulation sont exprimées a la
surface des cellules immunitaires et, une fois engagées,
participent aux signaux d’activation et de différencia-
tion des cellules. 'administration de ligands agonistes
de ces molécules est une stratégie thérapeutique pour
amplifier les réponses immunitaires. L'un des ligands
activateurs du systéme immunitaire les plus étudiés
est le ligand du cluster de différenciation 40 (CD40), le
CD40-L. La liaison de CD40-L a son récepteur CD40, pré-
sent a la surface des cellules présentatrices d’antigene,
augmente considérablement la capacité de présenta-
tion de I'antigeéne et de costimulation de ces derniéres
et permet une activation efficace des lymphocytes T
cytotoxiques CD8* [30]. Des OV armés avec le CD40-L
ont été beaucoup testés et ont démontré de multiples
activités anti-tumorales, notamment le contrdle de
la croissance tumorale, I"augmentation des ratios
lymphocytes T effecteurs/régulateurs et la hausse des
cytokines Thl [31]. A titre d’exemple, un adénovirus
oncolytique armé avec le CD40-L (CGTG-401) a été
utilisé dans le traitement de tumeurs solides avancées,
démontrant I'induction de réponses des lymphocytes T
spécifiques de la tumeur chez la majorité des patients
[32]. Cette étude a également montré une réponse a
distance sur des tumeurs non injectées, ce qui suggere
’induction de réponses immunitaires générales contre
la tumeur. Une autre illustration de I'utilisation d’0V
armés avec des agonistes ligands est I'adénovirus
oncolytique LOAd703. Cet adénovirus est armé avec le
CD40-L et un autre ligand de la famille des récepteurs
du TNF-o, 4-1BB-L. La signalisation par 4-1BB/4-1BB-L
régule les derniéres phases de I’activation des lympho-
cytes T cytotoxiques et pro-inflammatoires, en amé-
liorant la prolifération, la survie, la fonction effectrice
et I’induction de la mémoire de ces lymphocytes [33].
LOAd703 fait actuellement I'objet de deux essais cli-



niques de phase I/11. D’autres molécules de costimulation ont démon-
tré des résultats précliniques encourageants apres vectorisation des
0V, tels que 0X40-L [34] et GITR (glucocorticoid-induced tumor necro-
sis factor receptor-related protein) [35].

Les activateurs de lymphocytes T

Les activateurs de lymphocytes T (TCE) sont un autre type de molécules
activatrices. || s’agit d’anticorps bispécifiques (AcBs, dont I'un des
formats, BIiTE [pour Bispecific T-cell Engager], est devenu un format de
référence) capables de se fixer a la fois a une cellule cancéreuse, par
la reconnaissance de I’un de ses antigénes, et a un lymphocyte T par sa
protéine membranaire CD3. Cette double interaction permet de rediriger
les lymphocytes T naifs du TME en lymphocytes T effecteurs contre la
tumeur, indépendamment de "expression des molécules d’histocompati-
bilité (HLA) et de la présentation antigénique (Figure 4). Cette approche
a démontré une efficacité clinique considérable. Le blinatumomab, un
BiTE CD19-CD3, a été approuvé pour le traitement des leucémies aigués
lymphoblastiques a précurseurs B. Cependant, I’administration par voie
générale des BITE est souvent associée a des toxicités parfois extréme-
ment séveres. De plus, I'efficacité contre les tumeurs solides est trés
limitée en raison des barrieres physiques, d’une demi-vie sérique limitée,
et d’un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. La stratégie
de vectorisation via un OV semble donc totalement adaptée a ce type de
molécules. Le premier exemple de vectorisation dans un OV est un VACV
armé d’un BiTE ciblant la molécule EphA2. Cet OV a démontré dans des
essais de coculture non seulement une action oncolytique sur les cellules
tumorales infectées, mais a induit également la destruction des cellules
tumorales non infectées, en présence de lymphocytes T humains non sti-
mulés [36]. Plus récemment, un adénovirus oncolytique intégrant dans
son génome un MUCL6-BITE, un BITE dont 'un des bras cible MUCL6, une
mucine surexprimée par les cellules tumorales dans les cancers ovariens,
a démontré une efficacité anti-tumorale accrue dans des modeles de
souris humanisées [37].

Les autres types d’armements

Des transgénes codant certaines protéines ayant des propriétés cyto-
toxiques peuvent étre utilisés pour ’armement des OV, comme c’est
le cas pour le transgéne codant la molécule TRAIL (tumor-necrosis-
factor related apoptosis-inducing ligand). Des chercheurs ont ainsi
combiné "armement d’un OV avec le transgene codant TRAIL et celui
codant I'angiopoiétine-1 (Angl) [38]. €n se fixant & son récepteur
tyrosine kinase Tie-2, Angl renforce les jonctions entre cellules
endothéliales et contribue a la vascularisation du tissu. Alors que
le blocage de I'angiogenése est une stratégie souvent utilisée pour
limiter la croissance tumorale, les chercheurs ont ici utilisé Angl pour
cet effet favorisant la vascularisation afin d’améliorer la délivrance
de TRAIL dans la tumeur et rétablir I’'homéostasie du tissu suite a la
double action cytotoxique de "0V et de TRAIL. Pour amplifier I"effet
adjuvant des OV, d’autres chercheurs ont choisi d’utiliser un trans-
geéne codant la sous-unité B d’un flagelle bactérien afin d’activer les
récepteurs TLR-5 (Toll-like receptor 5) et ainsi Iimmunité innée [39].
D’autres approches ont consisté a limiter la prolifération des cellules
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cancéreuses pour provoquer leur apoptose, en intégrant
dans le génome viral de petits ARN en épingle a cheveux
(shRNA), qui interférent avec des génes spécifiquement
surexprimés dans les cellules cancéreuses, comme le
géne codant le facteur de transcription 0CT4 et celui de
la survivine [40]. Enfin, pour améliorer la dissémination
des OV dans la tumeur, certains OV ont été armés avec
des transgénes codant des enzymes dont la fonction
est de dissocier la matrice extracellulaire, comme la
hyaluronidase [41].

Les pistes d’amélioration

Améliorer I'acceés des OV dans la tumeur

Malgré I'essor de la recherche visant a développer
de nouvelles stratégies d’armement pour améliorer
I"activité thérapeutique des OV depuis les années
2010, les études axées sur Iaccés et le maintien des
0V dans la tumeur redeviennent une priorité pour le
développement de cette thérapie. C’est pourquoi la
création de nouvelles charpentes virales (ou « back-
bones » viraux) reste au cceur des recherches, afin de
disposer de souches recombinantes capables de mieux
échapper au systeme immunitaire de I’hote et ainsi de
mieux atteindre la tumeur, notamment dans le cas des
administrations par voie intraveineuse, mais également
capables de mieux diffuser dans I’ensemble de la masse
tumorale. Une premiere stratégie consiste a introduire
dans les OV des transgenes codant des molécules per-
mettant d’échapper a I’action des molécules de défense
anti-virales, par exemple des molécules agissant sur
le géne codant la protéine régulatrice du complément
(CRP) CD55 [6] ou sur les génes B5R et A34R impliqués
dans la formation des formes €EV dans le cas des VACV
[7]. Nous avons vu précédemment que I’armement avec
le transgéne codant la hyaluronidase permet d’ampli-
fier la propagation du virus. Des chercheurs ont proposé
de combiner I’expression de la hyaluronidase avec
I’expression d’un domaine de liaison & I’albumine (ABD)
a la surface de la capside virale, afin que 1’0V puisse
s’auto-protéger des anticorps neutralisants [42]. Pour
échapper aux anticorps neutralisants, d’autres études
ont proposé de charger les OV dans des structures per-
mettant leur transport : il peut s’agir de vecteurs phy-
siques, comme les capsules « CellDex », des capsules
d’hydrogel microporeuses qui permettent de protéger
I’0V tout en assurant sa diffusion [43], ou encore, des
vecteurs cellulaires, comme les cellules souches mésen-
chymateuses qui ciblent naturellement les tumeurs
lorsqu’elles sont injectées dans la circulation générale
[44]. €nfin, lorsque le génome viral est suffisamment
petit, son ADN codant (ADNc) peut directement étre
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étape de caractérisation in vitro consiste a vérifier si le virus recombinant préserve bien ses propriétés oncolytiques et s’il est capable d’exprimer

le transgene. Pour caractériser ses effets in vivo, plusieurs modéles existent. Les modeéles de tumeurs humaines permettent de respecter le tro-

pisme humain des OV et assurent une meilleure efficacité oncolytique. Les modéles ol une immunocompétence est présente permettent d’estimer

les effets de I’0V sur I'immunité.

cloné dans des cellules. Cette stratégie a été validée in vitro avec I'in-
tégration de I’ADNc d’un Coxsackievirus A21 (CVA21) dans des cellules
HEK293T, qui, aprés clonage, conservent leur viabilité et produisent de
novo le CVA21 recombinant [45].

Développer les modeles permettant la caractérisation rapide des
ov

La caractérisation in vitro de souches recombinantes d’0V ne repré-
sente actuellement pas une limite au développement de la technique.
Uactivité oncolytique de 1’0V recombinant est rapidement évaluée sur
les cellules d’'une multitude de lignées cancéreuses. La production des
molécules codées par les transgenes est efficacement détectée ; les
molécules sont dosées, et leur activité peut étre confirmée par dif-
férents tests fonctionnels in vitro. €n revanche, la caractérisation in
vivo pose plus de contraintes. &n effet, les OV sont sélectionnés pour
leur tropisme particulier a se répliquer dans les cellules cancéreuses
humaines. Ainsi, leur potentiel thérapeutique ne peut étre fidelement
reproduit dans les modéles précliniques actuels. Les modéles de xéno-
greffes a des souris immunodéficientes permettent d’évaluer I’action
oncolytique directe des OV sur les cellules de différentes lignées can-
céreuses humaines ou sur des cellules primaires dérivant de patients
grdce aux modéles de xénogreffes dérivées de patients (PDX pour
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patient-derived xenografts). €n revanche, en I’absence
d’un systéme immunitaire complet, ces modeles ne per-
mettent pas d’évaluer Iintégralité des effets, comme
la résistance de I’0V face a la réponse antivirale de
I’hGte, ou encore, sa capacité a moduler le microen-
vironnement immunitaire, en particulier lorsqu’il a été
modifié pour exprimer des immunomodulateurs. Bien
que, dans les modeles syngéniques, le fonctionnement
du systéme immunitaire soit normal, il reste diffé-
rent de celui de I’espece humaine et les cellules des
tumeurs d’espéces animales autres que celle-ci sont
sensiblement plus réfractaires aux OV [46]. Néanmoins,
le hamster syrien apparaft comme un model «idéal »
pour I"évaluation d’immunothérapies des cancers [47]
et pour la caractérisation de certains OV, notamment
les adénovirus oncolytiques [48]. Les modéles de souris
humanisées sont une bonne alternative pour respecter
le tropisme des OV, en utilisant des tumeurs humaines,
tout en observant les effets sur la réponse immunitaire
conduite par les cellules immunitaires humaines préa-
lablement greffées. Enfin, les modeles de tumoroides,
en reproduisant plus fidelement "architecture tumorale



que ce que proposent les modeles bidimensionnels usuels, tout en pou-
vant intégrer des systéemes de microfluidique, offrent dorénavant une
nouvelle alternative (Figure 5).

Conclusion

La virothérapie oncolytique a su démontrer son efficacité dans le
traitement de certains cancers et offre aujourd’hui d’intéressantes
perspectives pour I'immunothérapie. Actuellement, la majorité des
0V en clinique ou en développement ne sont pas armés, ou ne portent
qu’un seul transgeéne, ce qui peut étre insuffisant pour une activation
optimale des réponses immunitaires anti-tumorales. L'utilisation de
I’intégralité de la capacité de clonage des OV, afin d’intégrer plusieurs
transgenes dans un méme génome, pourrait assurer des effets anti-
tumoraux globaux robustes. €n effet, la plasticité du génome des OV
permet d’effectuer des clonages de fragments d’ADN de trés grandes
tailles, pouvant représenter généralement jusqu’a 10 % du génome
viral. A cette fin, ONCR-177, un HSV-1 oncolytique, a été armé avec cing
transgenes différents, codant I’IL-12, le FLT3 Ligand, CCL-4, un anti-
corps anti-PD-1 et un anticorps anti-CTLA-4, permettant de disposer
d’une large panoplie de modes d’action contre les tumeurs en un seul
traitement [49].

€nfin, d’autres techniques plus empiriques comme I’évolution dirigée,
qui consiste a mélanger plusieurs souches et a inciter leur recombinai-
son pour accélérer les processus de sélection naturelle, sont toujours
employées pour générer efficacement de nouveaux variants viraux [50]. ¢

SUMMARY

Oncolytic viruses : Actors and deliverers of therapeutic proteins
against tumors

The discovery of the unique ability of certain viruses to specifically
target cancer cells has led to significant advancements in cancer
immunotherapy research. In addition to inducing specific lysis of
cancer cells, oncolytic viruses (0V) have been genetically modified to
express molecules of interest within the tumor bed. The use of OV as
vectors for therapeutic molecules has allowed to enhance antitumor
responses while limiting the adverse effects associated with systemic
administration of the molecule. Other studies are currently focused
on delaying the neutralization and clearance of the virus by the host’s
immune system and improving its delivery insight tumors. ¢
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