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La virothérapie oncolytique médiée par le virus de la myxomatose

KRYGIER D., GILLET L.!, MARLIER D.2

I Département des Maladies infectieuses et parasitaires, Laboratoire d’Immunologie-Vaccinologie, batiment B43bis
2 Clinique aviaire, des Rongeurs et des Lagomorphes, Département clinique des Animaux de Compagnie et des Equidés, batiment B42

Faculté de Médecine vétérinaire, Université de Liége, Boulevard de Colonster, 20, 4000 Liége, Belgique

Correspondance : Prof. D. Marlier - Email : dmarlier@ulg.ac.be

RESUME : Le virus de la myxomatose est un poxvirus du genre Leporipoxvirus qui induit une
pathologie spécifique, la myxomatose, chez le lapin européen (Oryctolagus cuniculus). Ce virus
a la particularité d’étre non pathogéne pour les autres espéces de vertébrés y compris ’homme.
Le virus de la myxomatose (MYXV) présente aussi, de maniére inattendue, un tropisme pour les
cellules cancéreuses humaines in vitro ainsi qu’un potentiel oncolytique in vivo. La tolérance
de ces cellules au MYXV est intimement liée au niveau intracellulaire d’Akt phosphorylée. Cette
enzyme, est une serine/thréonine protéine kinase qui joue un role essentiel dans de nombreux
processus cellulaires et fait partie de la voie de signalisation PISk/Akt/mTOR (mammalian
target of rapamycin), fréquemment amplifiée par 'oncogénése. La protéine virale a répétitions
ankyrines, M-T5, interagit avec Akt ce qui module le tropisme du MYXV pour les cellules
tumorales humaines. Un régulateur de la croissance cellulaire et du métabolisme situé en aval
d’Akt, mTOR, est spécifiquement inhibé par la rapamycine. Ainsi, l'utilisation de la rapamycine
en combinaison avec le MYXV permet d’augmenter la concentration d’Akt phosphorylée, et par
conséquent, d’amplifier 'oncolyse. Un meilleur controle chimique de la voie de signalisation
d’Akt ou de la modification génétique de son génome constituera une étape décisive pour que le

MYXV devienne I'un des nouveaux traitements des cancers chez ’lhomme.

INTRODUCTION

Avec plusieurs dizaines de millions de
nouveaux cas chaque année et en dépit
de dépistages toujours plus précoces,
le cancer est I'une des maladies les
plus dévastatrices pour I’humanité. De
part la multiplicité des étiologies et des
types de cancers, 1’existence d’un trai-
tement unique actif sur tous les cas et
capable de les guérir ou, a défaut, de les
stabiliser est utopique. Dans ce cadre,
la recherche de nouveaux traitements
toujours plus efficaces est permanente.
Parmi ces nouvelles thérapies, la viro-
thérapie semble trés prometteuse.

La « virothérapie oncolytique » se
définit comme [’utilisation d’un vi-
rus pour cibler et détruire des cellules
cancéreuses. Cette nouvelle forme de
traitement repose sur 1’observation

qu’une infection virale pouvait avoir
un effet positif sur la régression des
tumeurs (Dock, 1904).

L’efficacité d’une telle thérapie va
dépendre du type de virus utilisé,
I’« agent oncolytique idéal » se pré-
sentant comme un virus qui posséde
un tropisme hautement sélectif pour le
tissu tumoral ainsi qu’une incapacité a
causer une infection significative dans
les tissus sains de I’héte. D’autres
propriétés comme la possibilité de fa-
cilement modifier le génome viral et,
surtout, d’étre totalement non patho-
gene pour ’homme sont primordiales
pour étre utilisé comme thérapie chez
ce dernier (Lun ef al., 2007).

Il existe plusieurs virus qui corres-
pondent a cette définition tels que

les adénovirus, les herpésvirus, les
réovirus, le virus de la rougeole, le
virus de la vaccine, ces virus étant des
candidats potentiels pour étre utilisés
comme traitement oncolytique. Dans
la plupart des cas, ces virus oncoly-
tiques utilisés sont des souches spon-
tanément atténuées ou modifiées géné-
tiquement afin de les rendre les plus
inoffensives possibles pour les tissus
sains de I’hote (Gillet et al., 2005).
Récemment, les recherches sur le virus
de la myxomatose (MYXV) semblent
indiquer que ce virus pourrait égale-
ment étre utilisé dans ce cadre (Sypula
et al.,2004).

Le MYXV est un poxvirus, apparte-
nant a la famille des Poxviridae, a la
sous-famille des Chordopoxvirinae,
genre Leporipoxvirus.  Les hotes
naturels du MYXV sont les lapins



américains du genre Sylvilagus chez
lesquels la maladie est bénigne. Le
MYXV possede la particularité d’étre
un virus spécifique des Iéporidés, non
pathogéne pour les autres espéces de
vertébrés, incluant 1’homme (McFad-
den, 2005). La myxomatose peut se
présenter sous deux formes cliniques,
la forme « nodulaire classique » et la
forme « amyxomateuse ». La forme
nodulaire classique est une maladie
trés sévere entrainant I’apparition sur
I’animal de 1ésions cutanées, nommeées
myxomes, suivi de la mort de I’animal
dans les dix jours qui suivent I’infec-
tion. Des formes nodulaires plus atté-
nuées sont €galement observées avec
des taux de mortalités moindres et une
évolution clinique plus lente, le desse-
chement progressif des myxomes lais-
sant apparaitre des Iésions cicatricielles
cutanées. La forme amyxomateuse dif-
fere des formes nodulaires de part une

expression cutanée trés réduite, voire
absente. Dans les deux formes, une
détresse respiratoire sévere est souvent
observée suite au développement de
complications bactériennes secondaires
pulmonaires faisant suite a 1’intense
immunosuppression induite chez 1’h6te
par la multiplication virale (Marlier et
al., 2001).

La myxomatose se transmet par
contacts directs ou indirects, le plus
souvent via des insectes piqueurs qui
lors d’un repas sanguin vont permettre
au MYXV d’infecter directement les
cellules dendritiques présentes dans
le derme. Celles-ci migrent alors
jusqu’au nceud lymphatique dans
lequel le MYXV infecte principale-
ment les lymphocytes T de la région
paracorticale, ce qui conduit a une
tres forte réduction du nombre de
lymphocytes T, plus particulierement

les LTCD4+. La réplication du virus
entraine une réduction massive de ces
cellules ce qui explique la chute bru-
tale de 'immunité et la surinfection
bactérienne fatale qui s’en suit (Stan-
ford et al., 2007b).

Comme tous les poxvirus, le MYXV
se réplique exclusivement dans le
cytoplasme de la cellule héte. Le
MYXV est un virus de grande taille
(286 X 230 X 75 nm) qui possede un
génome de grande taille, d’environ
162 kilo-paires de bases facilement
modifié¢ tant par délétion de génes
d’intéréts que par insertion de génes
eucaryotes dans un but vaccinal (Ber-
tagnoli et al., 1996) ou thérapeutique
(Johnston et McFadden, 2004).

De nombreuses protéines sont synthé-
tisées par le MY XV (tableau I). Parmi

Tableau I : liste des virokines, des virorécepteurs et des protéines virales impliquées dans la tolérance de la cellule hote et
dans le contrdle de 1’action des macrophages et des lymphocytes T, d’aprés Stanford et collaborateurs (2007b)

: : ) : Requis pour I’infection
Cytokine Genes-Protéines Propriétés/fonctions : q : P —
n vitro In vivo
liaison et inhibition des propriétés chemo-
MTI , , N N
tactiques des chemokines
uniquement
MT2 récepteurs homologues de TNF q (¢}
Virokines et Virorécepteurs RLS
MT7 récepteurs homologues d’IFNy N o
SERP1 sécrétion de Serpine N (¢}
MGF facteur de croissance N (¢}
uniquement
MT4 régulateur de I’apoptose q o
RLS
MT5 protéine a répétitions ankyrines et inhibiteur Rll‘ls let o
. cellules
Facteurs anti-apoptotiques du cycle cellulaire/apoptose cancéreuses
MIIL protéines membranaires et régulateur de uniquement o
I’apoptose RL5
SERP2 serpine intracellulaire N (¢}
vOx2/vCD200 domaines d’immunoglobines et homologues N o
0X2
protéines associées aux intégrines et
VD47 homologues CD47 N o
téines a répétitions ankyrines et
MNF profeines a e N 0
Modulateurs de I’immunité inhibiteur de NFI'B .
M13L inhibiteur de la pyrine contenant 1’ inflammation umcﬁlf?em (¢}
SERP-3 facteur de virulence, serpine virale N (0]
p
promoteur de la régulation en aval du
MV-LAP N N
CMH et de CD4 sur les cellules T

O ou N : infection possible (O) ou non (N) dans les cellules testées




celles-ci, une (MT5) module a la fois
sa virulence et son tropisme cellulaire.
Cette protéine anti-apoptotique appar-
tient au groupe de protéines possédant
des répétitions ankyrines, séquences
impliquées dans les interactions pro-
téine-protéine.  Aprés délétion du
gene codant pour la MTS3, les virus
délétés possedent in vitro une infec-
tiosité trés réduite vis-a-vis des cel-
lules RL-5 et des cellules cancéreuses
et in vivo une virulence trés atténuée
envers les lapins infectés par rapport
au virus sauvage (Werden et McFad-
den, 2008). Au niveau moléculaire,
la protéine MT5 se fixe, au moins, a
deux protéines cellulaires distinctes :
Akt et cullinl. L’interaction entre
MTS5 et Akt est la base du tropisme du
MYXYV pour les cellules cancéreuses
humaines, faisant de ce dernier un ex-
cellent candidat oncolytique.

Facteurs de spectre d’hote et
de permissivité

Les mécanismes moléculaires contro-
lant le spectre d’hote et la permissivité
du MY XYV ne sont toujours pas totale-
ment connus et différent lors de I’in-
fection d’une cellule normale ou d’une
cellule cancéreuse (McFadden, 2005).

Le spectre d’héte limité aux
léporidés

Les premiéres études portant sur les
risques d’infection de I’homme re-
montent aux années’60 suite a 1’épidé-
mie californienne de myxomatose de
1963. L’absence de séroconversions
humaines vis-a-vis du MYXV a conduit
a la conclusion que ce dernier n’infec-
tait pas I’homme méme si la raison de
ce spectre d’hote sélectif ne pouvait étre
expliquée (Jackson et al., 1966). Depuis,
les études fondamentales sur le MYXV
ont conduit a proposer la cascade de
signalisation de I’interféron de type 1
comme étant responsable de la barriere
d’espéce du MYXV (Johnston et al.,
2005). L’interféron de type 1 (IFNa
et IFNp) est une cytokine sécrétée par
les cellules de I'immunité innée suite
a une infection virale. Le mécanisme
expliquant la stricte barriére d’espece du
MYXYV n’est pas encore décrit avec pré-
cision notamment celui régulant 1’infec-
tion du lapin européen. Il a cependant
été démontré que cette barriére existe au
niveau de certaines cellules isolées en
culture (Wang et al., 2004).

En effet, aprés avoir pénétré dans des
fibroblastes embryonnaires de souris

in vitro, le MYXV induit un signal
toujours inconnu qui active les deux
protéines kinases régulatrices du
signal extracellulaire, Erk 1/2. En
conséquent, ces dernieres vont phos-
phoryler le facteur 3 de régulation de
I’interféron, IRF3, qui en retour va
induire la synthése de novo d’IRF7.
L’activation de ces deux facteurs en-
traine la transcription, la synthése et la
sécrétion d’interférons de type 1 par
la cellule infectée. Les IFN1 se lient
aux récepteurs membranaires des cel-
lules voisines et provoquent la phos-
phorylation du transducteur de signal
et activateur de la transcription 1,
STAT1. Ce facteur de transcription
déclenche la transcription et la syn-
thése d’une kinase inconnue qui va
phosphoryler le facteur de translation
eucaryote 2 alpha (elF2a), respon-
sable du blocage de la synthése des
protéines virales (Wang ef al., 2004).

Ainsi, lorsque le MYXV infecte un
organisme autre que le lapin euro-
péen, il déclencherait la cascade de
signalisation Erkl1/2-IFN-STATI1 (fi-
gure 1) conduisant a I’inhibition de la
réplication virale. Cette cascade de
phosphorylation constituerait donc un
mécanisme permettant d’expliquer la
barric¢re cellulaire innée qui empéche

la transmission du MYXV a d’autres
especes que le lapin européen. L’al-
tération de cette cascade permet de
supprimer cette barriére comme le
démontre la mortalité de souris mu-
tantes, déficientes en STATI, aprés
inoculation intracraniale du MYXV
(Wang et al., 2004).

L’absence de permissivité des
cellules normales humaines

Wang et collaborateur (2008) ont
découvert que ’inhibition de la per-
missivité au MYXYV dans des cultures
de fibroblastes humains nécessite la
présence conjointe d’IFN1, comme
pour les fibroblastes de souris, mais
également du facteur de nécrose
tumorale (TNF). Ils ont également
démontré que I’infection de macro-
phages humains en cultures primaires
par le MYXV induisait la sécrétion
de ces deux cytokines et que I’induc-
tion de ce phénomeéne était controlée
par un ARN récepteur cytoplasmique
appelé le géne 1 inducteur d’acide ré-
tinoique (RIG1) qui activerait la pro-
téine MAVS afin d’initier la cascade
IRF3/IRF7 responsable de la sécrétion
d’IFN1 et de TNF. Une autre étude
a également prouvé que la synergic
entre le TNF et 'IFNf permettait de
bloquer la multiplication du MYXV

Figure 1 : Cascade de signalisation Erk1/2-IFN-STAT1 (d’aprés Vilcek, 2004)
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L’inoculation du virus de la myxomatose (MYXV) a une culture de fibroblastes
embryonnaires de souris induit la signalisation de ERK1/2, I’activation de IRF3 par
phosphorylation et la synthése de novo de IRF7. IRF3 et IRF7 activés migrent vers
le noyau et entrainent la transcription des génes d’IFN o et IFN f, suivis de leur
synthése et de leur sécrétion. Les IFN o et IFN 3 produits par les cellules qui ont été
infectées par le MYXV se lient a leurs récepteurs situés sur les autres cellules de la
culture, ce qui provoque I’activation de STAT1 et la synthese de protéines qui rendent
les cellules résistantes a I’infection du MYXV. Le blocage cellulaire de la réplication
virale est corrélé avec la phosphorylation du facteur de translation elF2a., qui est res-
ponsable de I’inhibition de la synthése des protéines virales.



Tableau II : corrélation entre le niveau d’ Akt phosphorylée dans différentes lignées de cellules tumorales humaines et leur
tolérance a I’infection par le virus de la myxomatose (MY XV) sauvage et d¢lété de la protéine virale MTS5, d’aprés Wang et

collaborateurs (2006)

Phospho-Akt Multiplication
Breer . [Phospho- -
Lignée Origine cel- Akt MYXYV dé- MYXV
. . . Akt] MYXV L MYXV L
cellulaire lulaire endogene . létee délétée
endogene sauvage sauvage
MTS5 MTS5
RK13 rein (lapin) + haute + + (6] (6]
Controle BGMK rein (primate) + haute + + (6] (6]
HEK293 rein (humain) + haute + (0] (0]
, haute
ostcosarcome +
HOS + (6] (0]
. cancer du rein + haute *
Type I Cakil + (6] (6]
cancer de la + haute *
PC3 + (6] (0]
prostate
HCT116 cancer du
colon n basse + - (0] N
7860
cancer du rein n basse + - (6] N
ACHN
Type 11 cancer du rein n basse + - (6] N
U373
gliome n basse + - (0] N
SKOV3 N
cancer des basse + - (6] N
ovaires
MCF7 cancer du sein
+ nulle - - N N
COLO205 cancer du
) + nulle - - N N
colon
Type 111 MD-
. + nulle - - N N
AMB435 cancer du sein
+ nulle - - N N
SKMELS5 mélanome

+ou-:niveauendogéne de protéine Akt phosphorylée ou phospho-Akt détectable (+) ounon détectable (-) par d’immunoblotting

O ou N : multiplication virale possible (O) ou non (N) dans les cellules considérées

dans plusieurs souches de fibroblastes
humains (Bartee et al., 2009). Enfin,
Bartee et McFadden (2009) ont mon-
tré qu’un grand nombre de lignées cel-
lulaires tumorales humaines avaient
perdu cette capacité d’induire cette
action synergique entre le TNF et
I'IFNQ.

L’absence de permissivité du virus
envers les cellules normales est aussi
influencée par la présence d’une pro-
téine virale nommée M062. En effet,
les lapins européens (Oryctolagus

cuniculus) infectés expérimentale-
ment par des souches virales délétés
pour la séquence codant cette protéine
ne développent aucun signe clinique.
La plupart des cellules normales hu-
maines et de lapins sont résistantes
a Dinfection de ces mémes virus
mutants. Il semblerait que cette pro-
téine s’associe avec une autre protéine
virale, M063, pour former un com-
plexe protéique. Lors de I’infection,
ce complexe se lie a la protéine cellu-
laire 9 contenant le domaine motif a
stérile (SAMD?9), inhibe cette derniére
et rend la cellule tolérante a I’infec-

tion. Ce résultat prouve que SAMD9
jouerait le réle d’un facteur antiviral
inné. Les protéines M062 et M063
doivent étre présentes ensemble dans
les cellules de lapin pour antagoniser
SAMD? alors que M062 peut réali-
ser cette action seule dans les cellules
humaines (Liu et al., 2011).

En dépit d’un spectre d’hote in vivo
limit¢ aux Iéporidés le MYXV est
aussi capable d’infecter in vitro cer-
taines populations cellulaires d’autres
especes comme les cellules rénales



de singe vert (BGMK) ou les cel-
lules rénales embryonnaires humaines
(HEK293). 11 semblerait que la
concentration endogéne ¢levée de ces
cellules en Akt phosphorylée jouer un
role dans cette permissivité (Wang
et al., 2006). Ces lignées cellulaires
sont d’ailleurs utilisées par plusieurs
équipes de recherche comme cellules
de contrdle du tropisme des différentes
souches du MYXYV envers les cellules
cancéreuses testées (tableau II).

Réle central de la protéine
virale MT5

Bien que le tropisme du MYXV pour
les cellules du lapin puisse étre expli-
qué par la spécificité des interférons de
type 1 et du TNF, son tropisme pour
une lignée de lymphocytes T CD4+ de
lapin, appelée RLS, et pour les cellules
tumorales est basé sur une interaction
moléculaire différente faisant interve-
nir la protéine virale MT5 (Sypula et
al., 2004).

Lorsque des lapins sont infectés par
des souches virales délétées pour
la séquence codant pour la protéine
MTS5, la myxomatose clinique obser-
vée aprés inoculation est trés atté-
nuée, I’infection ne dépassant pas le
stade des myxomes primaires au site
d’inoculation (Mossman et al., 1996).
De méme, lorsque des cellules de
la lignée RL5 sont infectées par ces
souches délétées pour MTS, les cel-
lules entrent rapidement en apoptose
avec une sévere inhibition de la syn-
thése tant des protéines virales que
cellulaires (Mossman et al., 1996).
Ces observations montrent que MT5
est un facteur de virulence majeur du
MYXV en empéchant I’arrét du cycle
cellulaire en phase GO/G1 et donc
I’entrée en apoptose, induite naturel-
lement comme mécanisme de défense
cellulaire contre I’infection virale
(Everett et McFadden., 2002). Le tro-
pisme du MYXV pour les cellules de
la lignée RLS5 est donc li¢ a une déré-
gulation du cycle cellulaire par MTS5.
En bloquant 1’apoptose, le MYXV
peut se multiplier activement dans les
cellules-hotes.

Sypula et collaborateurs (2004) ont
démontré pour la premiére fois que
le MYXYV pouvait infecter et se mul-
tiplier dans une majorité (15/21) des
lignées de cellules cancéreuses hu-
maines. Cette tolérance était mainte-
nue pour les souches délétées dans les
geénes codant pour les protéines MT2

et M11L mais disparaissait pour les
virus délétés pour le géne codant pour
MTS5. A I’inverse, certaines lignées de
cellules tumorales humaines se mon-
traient non tolérantes a I’infection par
des souches sauvages ou mutantes du
MYXV.

La voie de signalisation PI3K/
Akt/mTOR

La transformation tumorale induit plu-
sieurs dysfonctionnements cellulaires
qui rendent les cellules malades tolé-
rantes au MYXV. Certaines modifi-
cations touchent notamment les voies
de transduction du signal et sont cau-
sés par la mutation de certains génes
codant pour des protéines intervenant
dans ces mémes voies. Parmi ces
voies, la cascade phosphatidylinositol
3-kinase (PI3k)/ kinase Akt est une des
plus importantes (Faivre et al., 2000).

Une fois activée, Akt stimule la proli-
fération, la croissance, la survie cellu-
laire ainsi que d’autres processus qui
amplifient le développement tumoral
par phosphorylation de protéines intra-
cellulaires comme la protéine mTOR
(mammalian target of rapamycin).
Cette protéine est une kinase agissant
en aval de I’activation de I’ Akt (Faivre
et al., 2006). Ainsi, la dérégulation
de la voie de signalisation PI3K/Akt/
mTOR amplifie considérablement la
réponse cellulaire, contribuant alors
a renforcer le processus oncogénique
qui I’a engendrée.

Classement des cellules can-
céreuses humaines selon leur
tolérance a l’infection par le
virus de la myxomatose

Les cellules cancéreuses humaines
peuvent étre réparties sur base de leur
sensibilité ou non a une infection par
le MYXV. Ce classement se base sur
la concentration intracellulaire en Akt
phosphorylée ou phospho-Akt (Wang
et al., 2006). Trois catégories ont
été déterminées et désignées comme
type 1, 2 ou 3 (tableau II) sur base de
leur capacité a supporter l’infection
par une souche de MYXYV sauvage ou
délétée pour la protéine MTS :

les lignées cellulaires tumorales
humaines de type 1 présentent une
concentration endogéne élevée en
phospho-Akt (rapport des concentra-
tions en phospho-Akt / Akt total supé-
rieur a 0,3). Ces cellules sont unifor-
mément tolérantes au MYXV ;

les lignées cellulaires de type 2 pos-
sédent une concentration faible en
phospho-Akt (rapport des concentra-
tions en phospho-Akt / Akt totalcom-
pris entre 0,1 et 0,3) et ne sont sen-
sibles qu’a I’infection par une souche
virale produisant la protéine MTS.
L’activation d’Akt par MT5 constitue
une condition essentielle pour per-
mettre la multiplication du MYXV
dans ces cellules ;

les lignées cellulaires de type 3 ne
contiennent pas de phospho-Akt
(rapport des concentrations en phos-
pho-Akt / Akt total inférieur a 0,1)
endogene et sont uniformément non
tolérantes au MYXV.

La capacité¢ du MY XV de se multiplier
dans les cellules de type 1 et 2 corres-
pond aux connaissances actuelles sur
les interactions MT5/Akt. Par contre,
les raisons pour lesquelles le MYXV
est incapable d’initier [’activation
d’Akt apres I’infection de cellules de
type 3 sont encore inconnues. L’ajout
de phospho-Akt dans une culture de
cellules de ce méme type rend ces
derniéres sensibles a une infection par
le MYXV ce qui suggére que le blo-
cage de I’infection pourrait étre du a
I’incapacité de MTS5 a se lier et acti-
ver Akt (Wang et al., 2006). 1l sem-
blerait que, contrairement aux cellules
de type 1 dont I’Akt est en conforma-
tion « complétement phosphorylée »,
les cellules de types 3 possédent une
Akt en conformation « non phosphor-
ylée ». Cette conformation est peut-
étre liée a une surexpression ou a une
activité excessive de phosphatases
responsables de la déphosphorylation
comme la protéine phosphatase 2A
(PP2A) (Werden et McFadden., 2010).
Ce classement des cellules tumorales
permet de prévoir les utilisations cli-
niques potentielles du MY XV en fonc-
tion de la nature des différents cancers.
Il apparait aussi que la manipulation
pharmacologique d’Akt permettrait
d’augmenter la capacité oncolytique
de ce virus et d’étendre son tropisme
aux cellules de type 3.

L’interaction entre MT5 et
Akt

L’oncogenese se traduit par une concen-
tration intracellulaire en Akt anormale-
ment élevée ce qui a pour conséquence
de sensibiliser les cellules cancéreuses a
I’infection par le MYXV. Compte tenu
de son rdle central dans la régulation de
la signalisation cellulaire, de nombreux



virus comme le virus d’Epstein-Barr, les
polyomavirus, les virus de I’hépatite A
et B ont développé divers mécanismes
qui leur permettent de déréguler la voie
de signalisation de I’Akt afin de main-
tenir un environnement cellulaire favo-
rable a la réplication virale. Dans ce
cadre, la protéine MT5 agit en augmen-
tant le niveau intracellulaire d’ Akt phos-
phorylée (Werden et McFadden., 2008).
Apres pénétration du MY XV dans une
cellule cancéreuse, MT5 se fixe a I’Akt.
Cette liaison entraine la phosphorylation
et ’activation de cette protéine, qui dés
lors bloque I’entrée en apoptose de la
cellule infectée (Werden et McFadden.,
2010). En conséquence, le MYXV peut
se multiplier activement puis infecter
d’autres cellules aprés lyse de la cellule-
hote. Ce processus s’observe en culture
cellulaire par la formation de zones de
lyse au sein des tapis cellulaires. Cette
interaction entre MT5 et Akt est donc
indispensable a la tolérance de I’infec-
tion par les cellules cibles. A Iinverse,
le niveau endogene en Akt phosphorylée
des cellules non cancéreuses n’est pas
suffisamment élevé pour que le MYXV
puisse y bloquer I’apoptose, ce qui
constitue une protection supplémentaire
des cellules humaines saines a I’infec-
tion par le MYXV.

Les agents thérapeutiques
complémentaires

Des les premiers essais cliniques,
I’oncolyse produite par I’utilisation du
MYXV seule est apparue rapidement
insuffisante, notamment lors des tests
sur des souris immunocompétentes
(Lun et al., 2010). En effet, la réponse
du systéme immunitaire a I’infection du
MYXV implique la production d’IFN
de type 1 qui inhibe la multiplication du
virus (Lun ef al., 2010). Pour remédier
a ce probléme, une action combinée du
MYXYV avec des agents thérapeutiques
complémentaires tels que la rapamycine
a été proposée (Lun et al., 2007). L’effi-
cacité réelle de cette association a savoir
sa capacité¢ a amplifier considérablement
le potentiel oncolytique du MYXV a
ensuite ét¢ démontrée (Stanford et al.,
2007a).

La rapamycine

Larapamycine est un macrolide aux pro-
priétés antifungiques et antibiotiques,
utilisée en clinique comme médicament
immunosuppresseur. L’étude de ses ac-
tivités au niveau moléculaire a conduit a
la découverte du role fondamental d’une
protéine kinase dans la prolifération cel-
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lulaire, la protéine (mammalian target
of rapamycin) mTOR (Stanford et al.,
2007a). Le mécanisme d’action de lara-
pamycine est li¢ a I’inhibition de la pro-
téine mTOR qui favorise I’infection des
cellules par le MY XV de trois manicres.
Premiérement, la rapamycine posséde
un effet antiprolifératif sur de nombreux
types cellulaires qui explique ses effets
Immunosuppresseurs ainsi que son acti-
vité antitumorale in vitro et in vivo (Lun
et al., 2007). Deuxiémement, 1’activa-
tion d’ Akt tend a augmenter le niveau de
phospho-Akt ce qui augmente en coro-
laire la réceptivité cellulaire a une infec-
tion par le MYXV ainsi que I’oncolyse
tissulaire (O’Reilly et al., 2006). Troi-
siémement, la stimulation des cellules
néoplasiques par les IFN de type 1 est
empéchée, ce qui augmente les possibi-
lités de multiplication du MY XYV au sein
du tissu (Lun et al., 2010).

In vitro, les effets de la rapamycine
n’augmentent pas la réplication virale
dans les cellules tumorales de type 1,
améliorent la réplication et la dis-
sémination des souches sauvages et
délétées en MTS dans les cellules de
type 2 mais ne permet pas d’induire
une multiplication dans les cellules de
type 3 (Stanford et al., 2007a).

Cette incapacité a induire une lyse des
cellules tumorales de type 3 peut étre
levée par une double administration
de rapamycine et d’acide okadaique,
un inhibiteur de la phosphatase PP2A.
Cette observation souléve 1’hypothése
d’une surexpression ou d’une activité
excessive de cette phosphatase dans les
tissus de type 3, cette phosphatase étant
capable d’annuler I’activation d’ Akt par
la protéine MTS5 en la déphosphorylant
(Werden et McFadden, 2010).

Lors d’essais cliniques sur des cellules
tumorales tolérantes, la combinaison
entre la rapamycine et le MYXV ac-
centua la capacité oncolytique du virus
in vitro et in vivo (Lun et al., 2007).

Les autres agents complémen-
taires

La « convection-enhanced delivery »
(CED) est une technique d’infusion
locale qui permet d’atteindre direc-
tement le systéme nerveux central
(SNC) en contournant la barriére
hémato-méningée et en limitant
les effets systémiques. Adaptée au
MYXYV, cette technique optimise sa
concentration et sa biodistribution au

sein de tumeurs touchant le SNC tels
que les gliomes. L’infusion peut étre
constituée soit de MYXV libres (Lun
et al., 2010), soit de cellules infectées
par le virus (Josiah et al., 2010). Dans
ce deuxiéme cas, les cellules utilisées
sont des cellules souches dérivées du
tissu adipeux (ADSCs) qui sont tolé-
rantes a D’infection du MYXYV, pour
des raisons encore inconnues. Aprés
infection par le MYXYV, ces ADSCs
sont capables de migrer spécifique-
ment vers les cellules tumorales et
de se comporter comme structures
transporteuses qui ameénent le MY XV
directement dans le tissu cancéreux
(Josiah et al., 2010).

La gemcitabine est un médicament
utilisé dans les chimiothérapies contre
les cancers et appartient au groupe des
anti-métabolites. Woo et collabora-
teurs (2008) ont montré que les cellules
cancéreuses sensibles a la gemcitabine
ne I’étaient pas pour le MYXV et in-
versement. Des voies pro-apoptotiques
encore inconnues permettraient d’ex-
pliquer cette différence de sensibilité.

La collagénase et la relaxine sont des
protéines qui sont capables de dégra-
der la matrice extracellulaire. Elles
sont utilisées lors de la synthése de
novo de fibres de collagéne par les
tumeurs, en réponse a une virothérapie
oncolytique ce qui empéchent la dissé-
mination du virus dans le tissu cancé-
reux (Stanford ef al., 2008).

L’acide okadaique est un inhibiteur
spécifique de la phosphatase PP2A qui
rend les cellules de type 3 tolérantes a
I’infection en évitant que la majorité
des protéines Akt ne restent bloquées
en conformation « non phospho-
rylée ». La combinaison de cet acide
avec la rapamycine augmente signifi-
cativement la réplication du MYXV
dans le troisiéme type cellulaire (Wer-
den et McFadden, 2010).

Les essais cliniques

Dés le départ, les essais cliniques
d’utilisation du MYXV comme
agent oncolytique ont ciblé diverses
tumeurs malignes humaines extréme-
ment agressives et ne répondant pas
aux traitements connus. Sur base des
excellents résultats obtenus sur diffé-
rentes lignées de cellules cancéreuses
humaines in vitro, le MYXV fut
d’abord utilisé seul (Lun et al., 2005)
puis en combinaison avec des agents



thérapeutiques complémentaires (Lun
et al., 2007). In vivo, I'utilisation
oncolytique du MYXV a été testée sur
des mode¢les animaux de souris immu-
nodéprimées ou immunocompétentes
ayant subit une greffe ou une injection
de différents types de cellules cancé-
reuses. La combinaison du MYXV
avec des agents thérapeutiques com-
plémentaires s’est avérée tres efficace
sur les souris immunodéprimées (Lun
et al., 2007) et obligatoire sur les sou-
ris immunocompétentes (Lun et al.,
2010).

Les essais précliniques (in vitro)

Les premieres études (Lun et al.,
2005) ont démontré que la majorité
des lignées cellulaires de gliome hu-
main testées étaient tolérantes a une
infection par le MYXV et que ces cel-
lules cancéreuses étaient lysées lors
du cycle de multiplication viral. Par
la suite, la réceptivité de lignées cel-
lulaires de médulloblastome humain a
une infection létale par le MYXV a été
confirmée, la combinaison de 1’infec-
tion par le MYXV avec un traitement
par la rapamycine amplifiait méme
fortement ’oncolyse induite (Lun et
al., 2007).

Plus récemment ’infection et la lyse
de quatre lignées cellulaires de tu-
meurs rhabdoides (Wu et al., 2008)
puis de six lignées cellulaires d’adé-
nocarcinome pancréatique humain
ont été démontrées (Woo et al., 2008).
Pour les adénocarcinomes pancréa-
tiques, les taux d’oncolyse variaient
de 39 % a 90 % pour les lignées les
plus résistantes ou les plus sensibles
respectivement (Woo et al., 2008).

Afin d’améliorer les résultats, des es-
sais de traitement par la rapamycine
conjointement avec une infection par
le MYXYV ont permis d’augmenter les
effets oncolytiques en comparaison a
la seule infection par le MYXV (Lun
et al., 2010) dans plusieurs lignées de
gliome humain.

L'utilisation d’une technique d’infu-
sion locale au moyen de cellules
souches dérivées du tissus adipeux
infectées par le MYXYV a permis une
augmentation notable de I’oncolyse
induite expérimentalement dans deux
lignées cellulaires de glioblastome
multiforme humain avec un pourcen-
tage de cellules infectées passant de 15
a45 % (Josiah et al., 2010).

Derniérement, Wennier et collabora-
teurs (2012) ont prouvé que le MYXV
était capable de se répliquer dans une
large gamme de cellules tumorales
pancréatiques et que 1’oncolyse était
augmentée lorsque le virus était asso-
ci¢ a la gemcitabine.

Les essais cliniques (in vivo)

Les premiers essais in vivo ont été
effectués sur des souris immunodépri-
mées ayant subis une xénogreffes de
tumeurs de gliomes humains. Aprés
inoculation intracérébrale par le
MY XYV, une diminution importante de
la taille des tumeurs et une augmen-
tation du temps de survie des souris
ont été¢ observées (Lun et al., 2005).
Malheureusement [’oncolyse n’est
observée qu’au sein des tumeurs di-
rectement inoculées mais pas dans les
tumeurs contralatérales non inoculées
(Lun et al., 2005).

Les effets positifs d’amélioration de
I’oncolyse observés in vitro par trai-
tement conjoint a la rapamycine ont
été confirmés dans un modele animal
in vivo de souris immunodéprimées
ayant regu une xénogreffe de médul-
lobastome humain. Les pourcentages
de survie a 100 jours post-implanta-
tion tumorale ont atteint 80 % chez les
souris traitées par la combinaison sans
présence de métastases contre 50 % et
présence conjointe de métastases chez
celles traitées avec le MY XYV unique-
ment (Lun et al., 2007).

L’efficacité et I’innocuité de 1’onco-
lyse induite par le MYXV ont été
confirmées dans un modele animal de
souris immunocompétentes inoculées
par voie intraveineuse avec des cel-
lules du mélanome de la souris puis
traitées par la méme voie par inocula-
tion du MYXV. Le MYXYV n’a pas pu
étre isolé des organes sains alors que
le nombre de métastases pulmonaires
a été réduit de 120 a 40 par souris ; les
effets positifs d’un traitement conjoint
MY XV/rapamycine étant également
confirmés (Stanford et al., 2008).

Lorsque le MYXV est utilisé seul
par injection intra-tumorale dans un
modele de souris immunocompétentes
ayant subi des xénogreffes de tumeurs
de gliomes humains, la capacité onco-
lytique diminue trés fortement, toutes
les souris testées mourant 20 jours
aprés I’implantation de la tumeur.
Chez les souris traitées par une mé-

thode d’infusion locale au moyen
de cellules souches dérivées du tissu
adipeux et infectées par le MYXV la
durée de survie augmente jusqu’a 30
jours. Enfin la combinaison de cette
méthode avec un traitement a la rapa-
mycine permet d’obtenir un temps de
survie de plus de 45 jours chez 50 %
des animaux testés (Lun ef al., 2010).

La méthode d’infusion locale au
moyen de cellules souches dérivées
du tissu adipeux et infectées par le
MYXV a également été testée dans
un modéle expérimental de souris ino-
culées avec des cellules de glioblas-
tome multiforme. L’effet oncolytique
observé est fortement accru, le temps
de survie post greffe dépassant les 120
jours alors que la moyenne de survie
était de 19,5 jours chez les animaux
témoins (Josiah et al., 2010).

Récemment, 1’efficacité du MYXV
a été évaluée dans un modeéle expéri-
mental de cancer pancréatique dissé-
miné. Le MYXYV est globalement plus
efficace que I’administration de gem-
citabine seule et permet d’atteindre
des taux de survie de 60 % de survie
a long-terme alors que ces taux at-
teignent méme 100 % lors d’adminis-
tration séquentielle du MYXV suivie
de celle de gemcitabine (Wennier et
al., 2012).

L’utilisation ex vivo de la viro-
thérapie oncolytique

Les hémopathies malignes incluent
la leucémie, le lymphome, le myé-
lome multiple ainsi que le syndrome
my¢lodysplasique.  Communément,
ce type de cancer se traite en premier
lieu par chimio- ou radiothérapie mais
les rechutes sont fréquentes. Dans ce
cas, des transplantations de cellules
souches hématopoiétiques contenues
dans la moelle osseuse sont pratiquées
par autogreffes. Malheureusement,
ces autogreffes sont souvent contami-
nées par des cellules cancéreuses et
nécessitent des manipulations ex vivo
destinées a les purifier. L’efficacité de
ces manipulations est limitée et elles
se révelent souvent inefficaces par un
mangque de spécificité d’action sur les
cellules malignes et une action délé-
tere sur les cellules souches normales.
L’utilisation ex vivo de la virothéra-
pie oncolytique pour épurer ces auto-
greffes représenterait une solution a ce
probléme (Bais et al., 2012).
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Tableau III : liste non exhaustive de traitements théoriques a base du virus de la
myxomatose dépendant du niveau de concentration d’ Akt phosphorylée et de la

localisation des cancers humains

Concen-

Type de trationen Localisation

. . Voie d’admi-
Traitement théorique

néoplasme phospho- de la tumeur nistration
Akt
superficielle MYXV (1) IT
I ¢levée
SNC MYXV-CED (2) IC
. . MYXV :IT
superficielle MYXV + rapamycine (3) rapamycine : TP
I basse .
MYXVCED + rapamycine MY XY CED:
SNC IC
) rapamycine : [P
ycine :
MYXV MYXV MYXV :IT
+ +
gemcitabine  acide oka-  gemcitabine : [P
ficiell 5) daique
superficietie + acide okada-
rapamycine ique : IT
(6)
1 nulle
MYXV-CED MYXV-CED MYXV-CED:
+ + IC
gemcitabine acide okada- gemcitabine : IP
SNC 2,5) ique acide okada-
+ ique : IT
rapamycine rapamycine : [P
(4,6
Héma- emicre chimiothéra-
topathie toutes toutes E} tension pie/radiothé- v
maligne rapie
autogreffes
seconde o .
. . purifiées par ex vivo
Intension le MYXV (8)

IT : intratumorale, IC : intracérébrale, IV : intraveineuse, IP : intrapéritonéale,
MYXV : virus de la myxomatose, CED : Convection-Enhanced Delivery, SNC :

systéme nerveux central

D’aprés (1) Stanford et al., 2008, (2) Josiah ef al., 2010, (3) Lun et al., 2007, (4)
Lun et al., 2010, (5) Wennier et al., 2012, (6) Werden et McFadden, 2010, (7)

Rahman et al., 2010.

Une action sélective du MYXV sur
les cellules cancéreuse sans atteintes
des cellules normales d’une autogreffe
(Kim et al., 2009) a été¢ démontrée et
utilisée avec succes dans des d’auto-
greffes contaminées par des cellules
cancéreuses provenant de patients
atteint de leucémie myéloide aigiie
(Rahman et al., 2010).

Conclusion

Un grand nombre d’essais d’utilisa-
tion du MYXV comme agent anti-
cancéreux en modé¢les animaux sont
encourageants et prouvent que ce vi-
rus aurait bien les capacités de cibler

12

et de lyser spécifiquement les cellules
cancéreuses humaines in situ sans
avoir recours a la manipulation géné-
tique du génome viral et sans induire
d’infections secondaires au niveau
des tissus sains, méme chez des souris
immunodéprimées. Les résultats de
ces différents essais sont résumés sous
la forme d’un protocole thérapeutique
théorique dans le tableau III.

A ce jour, aucun essai clinique n’a
encore ¢té effectué¢ sur des patients
humains permettant de confirmer ou
non les résultats obtenus en modeles
animaux et, a ce stade, ’utilisation du

virus de la myxomatose dans un cadre
de virothérapie oncolytique est tou-
jours purement spéculatif.

ONCOLYTIC VIROTHERAPY
WITH MYXOMA VIRUS

SUMMARY: The myxoma virus
(MYXV) is a poxvirus that causes
myxomatosis in European rab-
bits (Oryctolagus cuniculus). The
MYXV is non-pathogenic for the
others vertebrate species, inclu-
ding the man. The MYXV has also
an unexpected tropism for human
cancer cells in vitro and an onco-
lytic potential in vivo. The per-
missiveness of these cells for the
MYXV is intimately linked to the
basal level of endogenous phos-
phorylated Akt. This enzyme is
a serine/threonine protein kinase
that plays a key role in multiple
cellular processes and belongs
to the PI3k/Akt/mTOR signaling
pathway, which is amplified by
the oncogenesis. The viral anky-
rin-repeat protein, M T5, interacts
with Akt and modulates the tro-
pism of MYXV for human tumour
cells. A regulator of cell growth
and metabolism downstream of
Akt, mTOR, is specifically inhi-
bited by rapamycin. Thus, the use
of rapamycin in combination with
MYXV enhances the level of phos-
phorylated Akt, and consequently,
increases its oncolytic capacity. A
better pharmacological control of
Akt signaling pathway or a genetic
modification of its genome is a
key step to create one of the new
treatments of human’s cancers.
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