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NOUVELLE

Les virus oncolytiques
influencent la biogenese

et Pimmunogénicité
des vésicules extracellulaires

d’origine tumorale

Ugo Hirigoyen, Nicolas Boisgerault

> Les virus oncolytiques sont des agents
thérapeutiques qui ont d’abord été
développés pour leur capacité a infecter
et éliminer spécifiquement les cellules
tumorales présentant des défauts de
réponse antivirale. De nombreux travaux
ont ensuite montré leur propension a
activer différents acteurs de I'immunité
anti-tumorale, ce qui a conduit a leur
intégration dans des stratégies d’im-
munothérapie [1]. Ces virus présentent
ainsi des propriétés uniques permettant
de reprogrammer le microenvironnement
tumoral, en favorisant par exemple le
recrutement de cellules immunitaires, et
en modifiant favorablement le phéno-
type et les fonctions des différents types
cellulaires qui le constituent. Malgré
la mise sur le marché de I’herpésvirus
Talimogene laherparepvec (T-Vec) en
2015 pour le traitement du mélanome
métastatique [2] et le succés attendu
d’autres virus oncolytiques [3], une uti-
lisation médicale plus étendue de ces
virus nécessite de mieux caractériser
leurs mécanismes d’action.

€n agissant directement ou indirecte-
ment sur différents types cellulaires au
sein des tumeurs, les virus oncolytiques
influencent la communication intercellu-
laire. Les vésicules extracellulaires sont
des médiateurs de la communication
intercellulaire dont le role est tres étudié
dans des contextes pathologiques tels
que le cancer [4]. Il s’agit d’un ensemble
hétérogene de particules submicromé-
triques sécrétées par tous les types cel-
lulaires, et qui sont souvent classifiées
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selon leur taille. Les petites vésicules
extracellulaires, d’une taille comprise
entre 30 et 150 nm, comprennent les
exosomes, formés par invagination de la
membrane des endosomes précoces, et
les ectosomes, formés par bourgeonne-
ment de la membrane plasmique. Dans le
contexte tumoral, les vésicules extracel-
lulaires ont été associées au processus
métastatique, et joueraient un réle dans
I'immunosuppression et la résistance
thérapeutique [5].

Le stress cellulaire induit par les infec-
tions virales entrafne généralement
une augmentation de la quantité de
vésicules extracellulaires produites et
une modification de leur contenu par
des molécules d’origine cellulaire ou
virale [6]. Certaines études montrent
notamment que les particules produites
dans des contextes d’infection virale
présentent des caractéristiques parta-
gées entre les vésicules extracellulaires
et les particules virales. Ces particules
peuvent en effet contenir a la fois des
protéines cellulaires et des protéines
virales, voire des fragments du génome
viral, ce qui crée un continuum d’enti-
tés difficiles a définir précisément [7].
On connaft mal 'impact des vésicules
extracellulaires sur la communication
intercellulaire dans le contexte d’une
infection par un virus oncolytique. Plu-
sieurs équipes ont cependant montré
que les produits des transgenes insé-
rés dans le génome des virus oncoly-
tiques, par exemple des molécules de la
famille du facteur de nécrose tumorale

(tumor-necrosis factor, TNF), ou des
micro-ARN, peuvent étre chargés dans
les vésicules extracellulaires des cellules
tumorales infectées et avoir un impact
thérapeutique [8, 9].

Nous avons cherché a caractériser I'in-
fluence de deux virus oncolytiques, le
virus de la stomatite vésiculaire et le
virus de la vaccine, sur les propriétés des
vésicules extracellulaires produites par
des cellules humaines de mélanome ou
de cancers thoraciques [7]. Nous avons
d’abord montré que les cellules tumo-
rales infectées par ces virus produi-
saient de plus grandes quantités de vési-
cules extracellulaires que les cellules
non infectées (Figure 1). Ces vésicules
extracellulaires — ou plutdt ce continuum
allant des vésicules extracellulaires aux
particules virales — contiennent des pro-
téines d’origine virale abondamment
produites par la cellule infectée, notam-
ment la glycoprotéine G dans le cas du
virus de la stomatite vésiculaire. Cette
protéine est trés utilisée en vectorisa-
tion virale puisque son large tropisme
permet de transduire efficacement une
grande variété de types cellulaires en
favorisant notamment la fusion mem-
branaire et 'accés au cytoplasme des
cellules cibles. Le transfert de protéines
et d’acides nucléiques d’une cellule a
une autre via les vésicules extracellu-
laires étant un processus relativement
rare dans des conditions normales, nous
nous sommes demandé si la présence
de la glycoprotéine G a la surface de
ces vésicules modifiait leur capacité a
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Figure 1. Les virus oncolytiques modifient la production des vésicules extracellulaires par les

cellules tumorales. 'infection des cellules tumorales par un virus oncolytique provoque une aug-

mentation de la production de vésicules extracellulaires par ces cellules. Ces vésicules consti-

tuent un continuum de particules qui posseédent des marqueurs des vésicules extracellulaires

canoniques (tétraspanines, etc) et des particules virales (glycoprotéines d’enveloppe, génomes

ADN ou ARN, etc), ce qui modifie leur capacité de transfert intercellulaire et leur immunogéni-

cité. Figure créée avec BioRender.

transférer des biomolécules aux cel-
lules environnantes. Dans un modele
de sphéroides tumoraux contenant des
cellules immunitaires rapportrices, nous
avons montré que les vésicules extra-
cellulaires possédant cette protéine
pouvaient délivrer leur contenu a ces
cellules, méme lorsque celles-ci étaient
situées dans des couches profondes des
sphéroides.

Une analyse protéomique différen-
tielle de cellules de mélanome infec-
tées ou non par le virus de la sto-
matite vésiculaire ou par le virus de
la vaccine a montré, dans le cas de
I’infection par le virus de la stoma-
tite vésiculaire, un enrichissement
des protéines liées a la réponse anti-
virale. Dans cette condition, nous
avons ainsi identifié des protéines
codées par des genes stimulés par les
interférons de type I, en accord avec
IPinduction d’une réponse antivirale
innée dans les cellules infectées, ainsi
que d’autres protéines associées a
la réponse immunitaire adaptative
(complexe majeur d’histocompatibi-
lité de classe I, antigénes tumoraux,
etc). €n revanche, pour le virus de la
vaccine, nous n’avons pas identifié
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de protéines liées a I'immunité, mais
davantage de protéines associées au
trafic intracellulaire et au transport
vésiculaire.

Nous avions précédemment montré
que les vésicules extracellulaires
produites par des cellules humaines
de mélanome avaient une activité
inhibitrice sur I'activité de lympho-
cytes T anti-tumoraux [10]. €n pre-
nant en considération les facteurs
immunogenes identifiés dans I'ana-
lyse protéomique, nous nous sommes
demandé si les vésicules extracel-
lulaires produites dans un contexte
oncolytique pouvaient contrebalancer
cette immunosuppression. €n utilisant
deux clones de lymphocytes T CD8"
spécifiques de I"antigéne de méla-
nome Melan-A, nous avons montré que
I’infection oncolytique et la modifi-
cation associée des vésicules extra-
cellulaires produites par les cellules
tumorales annulait effectivement
I’effet immunosuppresseur des vési-
cules extracellulaires et restaurait
partiellement I'activité de ces lym-
phocytes. Les fonctions effectrices
des cellules T CD8" étaient amélio-
rées, en particulier la sécrétion de

granzyme-B, ainsi que leurs propriétés
lytiques vis-a-vis de cellules tumo-
rales. €n revanche, nous n’avons pas
constaté de modification de la sécré-
tion des cytokines immunostimula-
trices interféron-y et TNF-cL.

Nous avons donc montré que I'infec-
tion oncolytique de cellules tumorales
humaines a un réel impact sur la bio-
genése des vésicules extracellulaires
en augmentant leur sécrétion et en
modifiant leur contenu. Nos résultats
indiquent que le chargement de pro-
téines d’origine virale, issues du génome
viral per se ou codées par les transgenes
exogeénes, peut modifier les propriétés
de ces vésicules extracellulaires : ces
protéines amélioreraient notamment le
transfert de biomolécules vers d’autres
cellules non infectées, en particulier
grace a leurs propriétés fusogenes faci-
litant I’échappement endosomique et le
transfert cytoplasmique. Les virus onco-
lytiques influenceraient donc les com-
munications intercellulaires impliquant
les vésicules extracellulaires, y compris
dans des environnements complexes,
comme nous I’avons montré avec le
modéle des sphéroides. Certains résul-
tats indiquent en outre que le transfert
de protéines immunogeénes, corrélé a
Ilinduction ou au contrdle de la réponse
antivirale innée par les virus oncoly-
tiques, participe a I'effet thérapeutique
de ces virus.

Nos résultats confirment ceux d’études
précédentes montrant que les protéines
codées par des virus oncolytiques
peuvent étre chargées dans les vési-
cules extracellulaires [8], et indiquent
que ce processus est commun a diffé-
rents types de virus et observable dans
différents modéles tumoraux. Il restera
a élucider les mécanismes du charge-
ment de ces protéines dans les vési-
cules extracellulaires, méme si nos
observations suggerent un chargement
passif et donc un contenu des vésicules
extracellulaires similaire a celui de
la cellule d’origine. Les virus oncoly-
tiques seraient donc des outils de choix
pour exploiter les communications
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intercellulaires impliquant les vési-
cules extracellulaires. La modification
précise de ces virus pourrait permettre
d’utiliser les vésicules extracellulaires
pour disséminer des protéines et acides
nucléiques thérapeutiques intracellu-
laires dans I’ensemble du microenvi-

ronnement tumoral.
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